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RESUMEN

Sphyrna lewini es una especie de tiburén martillo ampliamente distribuida a nivel mundial
con gran movilidad que se encuentra en peligro de extincion de acuerdo a la UICN, al ser
explotada por las pesquerias. Las especies de elasmobranquios ampliamente distribuidas
generalmente presentan estructura genética debido a filopatria natal, dado que las hembras
migran a las zonas costeras donde nacieron para dar a luz a sus crias. En general, los
elasmobranquios poseen tasas mutacionales bajas en el ADN mitocondrial y porciones muy
conservadas, por lo que usar el genoma mitocondrial completo provee mayor cantidad de
sitios informativos para inferir la composicion de linajes maternos en las poblaciones. Por
esa razon, se caracterizo la diversidad y divergencia genética del genoma mitocondrial del
tiburon martillo en zonas de crianza del Pacifico mexicano, y asi determinar si la especie
presenta filopatria natal a escala regional o especifica, con el fin de contribuir al disefio de

estrategias de conservacion para lograr la sustentabilidad pesquera de la especie.

Se procesaron 198 muestras de neonatos y juveniles procedentes de la captura comercial de
Sinaloa y Nayarit (region norte), Jalisco (regioén centro), Oaxaca y Chiapas (region sur)
entre 2013 y 2016. Se analiz6 el genoma mitocondrial completo, asi como la porcion
codificante para proteinas y los genes con mayor polimorfismo de manera independiente y
concatenada. Se calcularon los estimadores de diversidad y la divergencia genética por

localidad, estado y por region geografica.

Los genes ND5, ND2 y la region control fueron las porciones de mayor polimorfismo,
aunque la region control demostré no ser tutil para la especie al ser la tnica porcidon que
mostro resultados discordantes de divergencia a nivel de regiones entre el centro con el
norte y sur. El genoma mitocondrial completo fue el enfoque mas informativo, obteniendo
115 sitios polimorficos y 66 haplotipos, con una diversidad haplotipica alta H = 0.925 y una
diversidad nucleotidica baja m = 0.00023.

En cuanto a la estructura genética, se obtuvieron valores de divergencia moderados entre
Oaxaca con Sinaloa (@st = 0.111, P = 0.001) y Jalisco (@st = 0.083, P = 0.004), mientras

que por region fue entre norte y sur con un valor menor aunque significativo (@sr= 0.031,



P < 0.002), siendo la agrupacion por regiones la escala geografica mas adecuada para

detectar divergencia genética, pero se sugiere un mayor tamafo de muestra por estados.

La distribucion de algunos haplotipos y riqueza similar en estados vecinos (Sinaloa-Nayarit
y Oaxaca-Chiapas) aun utilizando el genoma mitocondrial completo exclusivamente de
organismos inmaduros el patron de divergencia entre regiones sugiere filopatria regional,
siendo necesario contrastar con marcadores nucleares y técnicas complementarias como

marcaje y telemetria.

Palabras clave: Sphyrna lewini, genoma mitocondrial, filopatria, estructura genética



ABSTRACT

The scalloped hammerhead shark (Sphyrna lewini) is a coastal and semioceanic species
with high dispersal capability. It is considered as endangered globally according to the
IUCN, because of the exploitation caused by commercial fisheries. Many elasmobranch
species widely distributed tend to exhibit population genetic structure due to natal
philopatry, as females have their offspring in the coastal areas they were born.
Elasmobranchs are characterized by display of low mutational rates in its mitochondrial
DNA (mtDNA) and very conserved portions; therefore using the complete mitochondrial
genome provides more informative sites to infer the composition of maternal lineages
within populations. The genetic diversity and divergence of the mitochondrial genome of S.
lewini was characterized in estuaries of the Mexican Pacific, which they use as breeding
areas, to determine if the species exhibit natal or regional philopatric behavior, which can

contribute to the design of strategies to achieve fisheries sustainability.

The mitochondrial genomes of 198 organisms were sampled, corresponding to neonates
and juveniles from the commercial catch obtained from Sinaloa and Nayarit (northern
region), Jalisco (central region), Oaxaca and Chiapas (southern region) between 2013 and
2016. Analyses were based on the whole mtDNA, as well as on the protein coding portion
and the most polymorphic genes, individually and concatenated. Genetic diversity and

divergence were estimated by site, state and region.

Genes NDS5, ND2 and the control region were the most polymorphic portions in the
mitogenome, although the control region was not useful for the species, being the only
approach that showed divergence between central region with northern and southern
regions. Whole mitogenome was the most informative approach, obtaining 115 variable
sites and 73 haplotypes, with a high haplotypic diversity H = 0.925 and a low nucleotide
diversity = = 0.00023.

Regarding the population genetic structure, moderate but significant divergence values
were obtained for estuaries grouped into counties, between Oaxaca with Sinaloa (Fsr =
0.111, P = 0.001) and Jalisco (Fst = 0.083, P = 0.004), while into regions genetic

divergence was observed between northern and southern regions with a lower but

3



significant value (Fst= 0.031, P < 0.002), being the grouping by regions the most adequate

for greater resolution, but a greater sample size by states is suggested.

Haplotype distributions and similar richness between neighbor states (Sinaloa-Nayarit and
Oaxaca-Chiapas), in addition to the fact that even using the complete mitochondrial
genome of immature organisms exclusively showed divergence between regions suggests
regional philopatry, being necessary to contrast with nuclear markers and complementary

techniques such as tracking and telemetry.

Keywords: Sphyrna lewini, mitogenome, philopatry, genetic structure



I. INTRODUCCION

Los estudios genéticos han tenido auge durante las ultimas décadas en la ecologia
evolutiva, siendo relevantes en su aplicacion para el disefio de planes de manejo pesquero y
conservacion (Dudgeon et al., 2012; Escovar-Fadul et al., 2017). La filogeografia ha
permitido entender los procesos historicos y contemporaneos que han generado los patrones
de distribucion regionales y globales actuales en distintos organismos mediante marcadores
moleculares en un contexto evolutivo (Avise, 2009; Avise et al., 1987; Hickerson et al.,

2010).

La identificaciéon de movimientos migratorios y estructura genética entre poblaciones en
organismos marinos con gran vagilidad es compleja, debido a que estan sujetos a un rango
considerable de variables ambientales y a las fuerzas evolutivas, que alteran las frecuencias
alélicas dentro de las poblaciones (Garrido-Garduiio y Vazquez-Dominguez, 2013;
Momigliano et al., 2017). La mutacion genera variacion en los genes, la cual puede fijarse
o eliminarse de manera aleatoria como en caso de la deriva génica. La seleccion natural
favorece variantes que mejoran la capacidad reproductiva y/o de supervivencia de los
organismos, y junto con la deriva génica generan divergencia de las frecuencias alélicas
mientras se mantenga aislamiento reproductivo durante generaciones futuras. En
contraparte, el flujo génico mantiene las frecuencias alélicas entre poblaciones y tiende a
homogeneizarlas mediante el intercambio genético entre sus individuos (Futuyma, 2005;

Hueter et al., 2005).

De acuerdo a Heist (2004), los organismos marinos ampliamente distribuidos presentan
bajos niveles de estructura genética al tener un rango de movimiento amplio. Sin embargo,
la ausencia aparente de barreras geograficas para las poblaciones de estos organismos no
implica que sean panmicticas, pudiendo consistir de unidades independientes debido a
eventos historicos, ya sean geoldgicos o climaticos, que generaran discontinuidad en su
flujo génico o por aspectos de comportamiento especificos (Portnoy et al., 2015). Un
mecanismo de comportamiento que genera diferenciacion entre poblaciones en ausencia de
barreras al flujo génico muy estudiado en tiburones es la filopatria (Dudgeon et al., 2012;

Escovar-Fadul et al., 2017).



La filopatria se define como la tendencia de un individuo a regresar o permanecer en un
sitio particular (Mayr, 1963) para utilizarlo como zona de crianza, de reproduccion o de
alimentacion por multiples afios, siendo un fendmeno que genera estructura poblacional y
diferencias genéticas entre poblaciones donde no existen barreras fisicas que limiten o
impidan el flujo génico entre ellas. Puede ser dominante o especifica en un sexo, en cuyo
caso el flujo genético estd mediado solamente por el sexo opuesto, existiendo segregacion
sexual tal y como se ha reportado en algunos tiburones donde las hembras son filopatricas

(Hueter et al., 2005).

Existen diversas variantes de este comportamiento, siendo la filopatria reproductiva de las
mas importantes, ¢ involucra el retorno a un area particular de manera recurrente para
reproducirse o para dar a luz (Feldheim et al., 2004; Hueter et al., 2005). Probablemente, la
variante mas estudiada y documentada en elasmobranquios es la filopatria natal, que
implica el retorno de las hembras a sus zonas de nacimiento para utilizarlas como zonas de
crianza, permaneciendo las crias ahi varios meses o afos. Este patréon resulta en la
diferenciacion genética de los linajes y una segregacion discrecional de haplotipos, a partir
de los cuales se puede estimar el grado de fidelidad a un sitio y el flujo génico entre zonas
de crianza que se encuentren a distancias menores que el rango de dispersion conocido para

los organismos (Escovar-Fadul et al., 2017; Hueter et al., 2005).

Una caracteristica importante de la filopatria es su especificidad en la escala geografica en
funcién de qué tan cerca los individuos regresan a los mismos sitios donde nacieron, lo que
permite identificar escalas apropiadas para acciones de manejo (Flowers et al., 2016). En
caso de que los organismos regresen a la misma localidad en la que nacieron se denomina
filopatria especifica. Por lo general, los organismos marinos con tiempos de maduracion
tardios regresan a areas natales, pero no exactamente a la misma localidad sino a un rango
de regiones contiguas, lo cual se conoce como filopatria regional, lo cual posiblemente se
relaciona con el periodo amplio entre el nacimiento y la primera reproduccion (Chapman et

al., 2015; Feldheim et al., 2014).

El comportamiento filopatrico es mas comun en especies grandes que tienen segregacion
por tamafios, con estrategias reproductivas que implican un gasto de energia considerable al

poseer tiempos de gestacion extensos (Dudgeon et al., 2012). Asi, la seleccion natural
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puede contribuir a la existencia del comportamiento filopatrico si la utilizacién de estas
areas aumenta la sobrevivencia de juveniles, lo cual es de gran relevancia ya que los
tiburones no presentan cuidado parental (Hueter et al., 2005; Mourier y Planes, 2013;
Portnoy et al., 2015). Sin embargo, en la actualidad este comportamiento hace a las
poblaciones méas vulnerables a factores climaticos y antropologicos en areas costeras
(destruccion de hébitat, contaminacion y pesca), ya que la probabilidad de un individuo de
utilizar una zona de crianza especifica no es aleatoria y su capacidad de recuperacion frente
a extinciones locales es muy reducida. En las ultimas décadas los tiburones han estado
sometidos a la sobrepesca y se debilita el potencial reproductivo de especies filopatricas al
mantener segregacion de haplotipos entre areas y al tener flujo genético restringido
(Mourier y Planes, 2013), por lo cual determinar las zonas de reproduccion y de crianza

resulta critico para garantizar su reclutamiento (Salomoén-Aguilar et al., 2009).

Las zonas de crianza se definen como aquellas areas diferentes de las zonas reproductivas o
de alimentacion en las que las hembras gravidas dan a luz a sus crias, y se identifican por
una alta densidad de estas hembras, neonatos y juveniles pequefos, usualmente del primer
afo. Estas areas son utilizadas por largos periodos o repetidamente durante los afos, y
tienen condiciones que proporcionan a los individuos ventajas sobre otras regiones como
disponibilidad de alimento y proteccion de depredadores, generando una mayor
sobrevivencia de las crias (Castro, 1993; Feldheim et al., 2014; Salomon-Aguilar et al.,
2009). Estas areas coinciden en muchos casos con estuarios, donde la productividad y la
disponibilidad de nutrientes es muy alta por la mezcla de agua dulce y salada, asi como por
el acarreo de sedimentos continentales, que a su vez proporcionan condiciones de turbidez
permitiendo a juveniles permanecer ocultos de depredadores en el ambiente costero,
situacion que al no presentarse en el ambiente pelagico los hace mas vulnerables (Heupel et

al., 2007; Simpfendorfer y Milward, 1993).

La importancia de los humedales como zonas de crianza desde una perspectiva de
conservacion radica en que en caso de que estas agregaciones de neonatos y juveniles en
los primeros afios de vida sean sujetas a captura comercial no logran ser reclutados a la
poblacion ni dejan descendencia. De la misma forma, la pérdida de la diversidad

reproductiva y evolutiva por herencia materna en la filopatria, dada la segregacion de



haplotipos previamente mencionada, resulta un aspecto a considerar relevante. Amplias
regiones costeras han sido identificadas como zonas de crianza s6lo por la densidad de
juveniles observados. La problemadtica que implica es que no se logran identificar con
precision los sitios con mayor importancia biologica para la especie, siendo poco realista
conservar regiones muy amplias, por lo que es preferible utilizar también los criterios de
residencia y recurrencia mencionados anteriormente (Heupel et al., 2007; Simpfendorfer y

Milward, 1993).

Para establecer planes de manejo sustentables y garantizar la sobrevivencia de las especies
es necesario entender la dinamica de las poblaciones a partir del grado de diferenciacion
genética y el grado de flujo génico entre ellas (Mourier y Planes, 2013). Esto es posible
mediante el uso de marcadores moleculares basados en ADN, cuya eleccion influye en la
capacidad para identificar poblaciones discretas en una escala determinada, ya que aquellos
con bajas tasas mutacionales pueden reducir la probabilidad de detectar diferenciacion a
nivel poblacional o entre poblaciones adyacentes (Rubinoff, 2006). Las barreras
geograficas también pueden generar estructura genética mas no debido a filopatria, por lo
que resulta importante diferenciar entre ambos procesos, lo cual en general se hace
utilizando marcadores moleculares nucleares y mitocondriales de forma simultanea

(Chapman et al., 2015; Hueter et al., 2005).

Los marcadores nucleares y mitocondriales tienen distintos modos de herencia, siendo
transmitidos de forma biparental en el primer caso y uniparental en el segundo (Green,
2014). Los marcadores nucleares suelen tener tasas mutacionales menores que los
mitocondriales; ademads tienen un tamafio efectivo poblacional mayor y reflejan eventos
vicariantes o cambios demograficos mas lentamente, debido a que aunado a su herencia
biparental existe recombinacion y las diferencias se fijan mas lentamente en el ADN
(Bowen et al., 2014). Dado que la filopatria en tiburones suele ocurrir de manera
diferencial entre sexos, los marcadores nucleares pueden mostrar baja o nula estructura

genética por los motivos previamente mencionados (Dudgeon et al., 2012).

Los marcadores basados en ADN mitocondrial son una herramienta muy utilizada en
biologia de la conservacion, ya que permiten identificar origenes natales por herencia

materna, conectividad entre zonas de crianza e inferir patrones de movimiento a través de la
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identificacion de haplotipos asociados a dichos sitios. Dado que el ADN mitocondrial se
transmite por herencia uniparental, existe una fijacion genética en caso de aislamiento
reproductivo de manera mas rdpida y por mayor tiempo que en marcadores nucleares
debido a un efecto mayor de la deriva génica, lo que permite identificar sefales de
divergencia poblacional por eventos historicos o contemporaneos con un tamaifo efectivo

menor (Avise, 2009; Dudgeon et al., 2012).

Aunque las tasas mutacionales mitocondriales se caracterizan por ser altas, para tiburones
se han reportado tasas de siete a ocho veces mas lentas que en primates o ungulados
(Martin et al., 1992), asi como una tasa de 0.8% por millén de afios para la region control
de S. lewini (Duncan et al., 2006). De esta manera, utilizar pequefias porciones del genoma
puede en ocasiones, como es el caso de la filopatria, ser poco informativo. En contraparte,
caracterizar la variacion genética del genoma completo representa una ventaja sobre genes
individuales al contar con un mayor nimero de sitios variables, brindando la posibilidad de
tener una mayor precision en las estimaciones de divergencia, un andlisis estadistico mas
representativo del genoma, y una mayor resolucion en estudios donde el nimero de
individuos secuenciados es bajo, pudiendo determinar los procesos evolutivos que han

moldeado la variacion de los genomas en las poblaciones (Feutry et al., 2014).

1.1 Marco teorico

1.1.1 Aspectos bioldgicos y pesqueros de la especie

La clase Chondrichtyes es un grupo monofilético muy antiguo de gnatostomados que
abarcan una amplia variedad de habitats, formas, tamafios y estrategias de reproduccion
(Compagno, 1990). Comprende a los peces cartilaginosos representados por tiburones,
rayas y quimeras (Compagno, 1977; Nelson, 2006). Dicha clase estd compuesta por 16
ordenes, 61 familias, 199 géneros y aproximadamente 1188 especies, de las cuales 509 son

tiburones, 630 batoideos y 49 son quimeras (Weigmann, 2016).

La subclase Elasmobranchii se divide en dos grandes grupos: la subdivision Batoidea que
corresponde a las rayas, las cuales tienen el cuerpo aplanado dorso-ventralmente, los ojos y

espiraculos en posicion dorsal y las hendiduras branquiales, la boca y las narinas en
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posicion ventral; y la subdivision Selachii que se refiere a los tiburones, los cuales tienen el
cuerpo fusiforme exceptuando algunas especies aplanadas dorso-ventralmente, hendiduras
branquiales laterales, ojos y espiraculos en caso de tener en la parte dorsal o lateral, y boca
ventral o sub-terminal (Compagno, 1990; Fischer et al., 1995; Heinicke et al., 2009). De
acuerdo al registro fosil y a estudios moleculares, los elasmobranquios evolucionaron de
ancestros de placodermos durante el Silurico pero fue hace aproximadamente 400 millones
de afios durante el Devonico que se diversificaron y fueron comunes (Moyle y Cech, 2004;

Heinicke et al., 2009).

La subdivision Selachii estd compuesta por nueve 6rdenes, 34 familias, 105 géneros y 509
especies. Los Carcharhiniformes son el orden mas diverso, dentro del cual se encuentra la
familia Sphyrnidae (Weigmann, 2016). Esta familia comprende a las cornudas o tiburones
martillo, los cuales presentan una cabeza con expansiones laterales, por lo que los ojos se
ubican en los bordes externos. Tienen parpados nictitantes inferiores bien desarrollados,
dientes laminares con una sola cuspide, dos aletas dorsales y una aleta caudal fuertemente
asimétrica. Se distribuyen en aguas superficiales de mares tropicales y templados (Fischer
et al., 1995; Gilbert, 1967). La familia Sphyrnidac es monofilética y esta representada por
dos géneros y ocho especies (Gilbert, 1967; Vélez-Zuazo y Agnarsson, 2011; Weigmann,
2016). En el Pacifico Mexicano esta presente el género Sphyrna (Henle, 1834) con seis
especies de las siete registradas mundialmente, las cuales son S. corona, S. lewini, S. media,

S. mokarran, S. tiburo y S. zygaena (Lim et al., 2010).

Sphyrna lewini (Griffith y Smith, 1834) tiene el borde anterior de la cabeza convexo con
una escotadura pronunciada en la parte central y cuatro l6bulos bien definidos. Tiene una
primera aleta dorsal grande y una segunda mas pequefia, cuyo extremo posterior libre se
ubica muy poco por delante del origen de la aleta caudal; la base de la aleta anal es mas
larga que la de la segunda aleta dorsal (Figura 1). También, tiene dientes anteriores rectos o
ligeramente aserrados con cuspides moderadamente largas, mientras que los posteriores
tienen coronas oblicuas; en juveniles predominan los dientes de bordes lisos, obteniendo los
ligeramente aserrados en la edad adulta (Compagno, 1984; Fischer et al., 1995; Gilbert,
1967; Hernandez Carvallo, 1967).
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Figura 1. Vista lateral y ventral de Sphyrna lewini y area de distribucion. Tomado de Fischer et al.
(1995) y Compagno (1984)

Se trata de una especie circumglobal semiocednica que habita en aguas tropicales y
subtropicales de los océanos Pacifico, Atlantico e Indico, esporadicamente por debajo de
los 22°C (Castro, 1983, 2011; Klimley et al., 1993) (Figura 1). En el Pacifico oriental se
distribuye del sur de California hasta Ecuador y alcanzan profundidades de hasta 275
metros (Compagno, 1984; Fischer et al., 1995) aunque se tiene un registro de inmersiones
de hasta 1043 metros en la capa andxica (Moore y Gates, 2015). Los juveniles en los
primeros afios de vida estan confinados a aguas costeras y estuarios, migrando a zonas mas
profundas conforme se desarrollan (Coiraton et al., 2017; Zarate Rustrian, 2010). Se
caracterizan por formar grandes agregaciones en islas pequeflas y montes submarinos,
realizando migraciones horizontales desde las zonas costeras hasta las pelagicas, las cuales
pueden ser diarias o estacionales (Hearn et al., 2010; Hoyos-Padilla et al., 2014; Ketchum
etal., 2014; Klimley et al., 1993).

Sphyrna lewini realiza migraciones diarias permaneciendo durante el dia cerca de la costa y
alejandose durante la noche para su alimentacion, asi como temporales, con una mayor
permanencia cerca de la costa en verano. Existe una segregacion por sexo cuando las
hembras adultas llevan a cabo movimientos migratorios mas extensos sobre todo entre
marzo y mayo para las fases finales de gestacion y para dar a luz a sus crias en zonas

cercanas a la costa durante la temporada de lluvias, cuando la temperatura y disponibilidad
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de alimento son mayores (Hoyos-Padilla et al., 2014; Ketchum et al., 2014; Klimley et al.,
1993).

Son depredadores generalistas y oportunistas cuya alimentacion se basa principalmente en
peces pelagicos, tiburones, rayas, calamares, langostas, camarones y cangrejos. Por otro
lado, en cuanto a su estrategia reproductiva son organismos viviparos que pueden producir
de 15 a 30 embriones por camada cada afo, teniendo un tiempo de gestacion de entre nueve
y doce meses (Castro, 1993, 2011; Compagno, 1984b). Al nacer, su talla es de 50 cm
aproximadamente, considerandose neonatos aquellos organismos que presentan cicatriz
umbilical (Castro, 1993) cuya longitud total va de 45 a 64 cm, mientras que los juveniles
tienen una talla de 65 a 170 cm. Los adultos, con tallas promedio de 370 cm, llegan a vivir
hasta 30 afios, aunque no es comun encontrar ejemplares mayores a 15 afnos. Los machos
alcanzan la madurez sexual entre los 140 y 180 cm, mientras que las hembras entre los 180
y 212 em (Compagno, 1984; Compagno et al., 2005; Torres-Rojas et al., 2004), a la edad
aproximada de cinco y seis afios, respectivamente (Anislado-Tolentino et al., 2008)
dependiendo de la region, ya que en Colombia incluso se ha reportado hasta los 10 afios

(Quintanilla et al., 2015).

Los tiburones son depredadores tope en ambientes marinos; sin embargo, tienen una baja
tasa de recuperacion por disminucién poblacional y una baja resiliencia a los cambios
rapidos debido a su crecimiento lento, maduracién sexual tardia, baja fecundidad y
segregacion por talla y sexo, lo que los hace vulnerables a la sobrepesca, a la cual estan
expuestos por ser un recurso pesquero importante a nivel mundial (Alejo Plata et al., 2006;
Furlong-Estrada et al., 2015). La pesqueria de elasmobranquios en México ocupd el quinto
puesto a nivel mundial en 2012 con 24 de las 518 mil toneladas capturadas a nivel mundial

(FAO, 2012; SAGARPA, 2013).

En el caso particular de Sphyrna lewini, es de las especies mas capturadas por la pesqueria
artesanal y de mediana altura de tiburén en el pais; representa el 31% de la captura total de
tiburones en el océano Pacifico mexicano y Golfo de California (principalmente Sinaloa)
(Bizzarro et al., 2007; Gallegos-Camacho y Tovar-Avila, 2011), el 28% de la captura en el
Golfo de Tehuantepec (Soriano Velasquez et al., 2006) y el 10% de la captura en el Golfo

de México (Castillo-Olguin et al., 2012). Los neonatos y juveniles suelen capturarse
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recurrentemente por la pesca incidental de escama o por la pesqueria de elasmobranquios
en el Pacifico Mexicano, e incluso sustentan la pesqueria en el Golfo de Tehuantepec
(Anislado-Tolentino y Robinson-Mendoza, 2001; DOF, 2007; Pérez-Jiménez et al., 2005).
En el caso de Michoacan llegan a sostener hasta el 70% de la pesqueria de elasmobranquios

(Alejo Plata et al., 2006).

Aunque en 1999 la Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura de las Naciones
Unidas (FAO) considerd a esta especie con alto potencial de explotacioén por su abundancia,
en 2007 se le incluydé en la Lista Roja de la IUCN (Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza) con el estatus de Peligro de Extinciéon a Nivel Mundial
(Baum et al., 2007). En el 2014 entr6 en el apéndice II de la Convencion Internacional de
Comercio de Especies Amenazadas de Fauna Silvestre y Flora (CITES), en el cual se
encuentran especies no necesariamente en peligro de extincion, pero cuyo comercio debe

controlarse para no afectar su supervivencia o para recuperar sus poblaciones.

En México, la NOM 029-PESC-2006 sobre la pesca de tiburdn y rayas fue propuesta en el
2004 y entr6 en vigor en 2007, permitiendo la regulacion de la pesqueria de
elasmobranquios, ademds de contribuir en la conservacion y proteccion de estos
organismos y otras especies capturadas incidentalmente. Esta norma introdujo la utilizacién
de bitacoras, la categorizacion de especies, la presencia de observadores cientificos en las
embarcaciones de mediana altura y altura, restricciones temporales en las capturas y
prohibicion de capturas de especies vulnerables, aunque no limita el esfuerzo pesquero

(Bizzarro et al., 2007).

En el Pacifico Mexicano, la veda para todas las especies de tiburon comprende del 1° de
mayo al 31 de julio (DOF, 2012), mientras que para el Golfo de México y Mar Caribe se
maneja del 1° de mayo al 30 de junio, excepto en banco Campeche donde se aplica del 15
de mayo al 15 de junio y durante el mes de agosto (DOF, 2014). Sin embargo, su manejo
no ha sido eficiente por la falta de informacion oficial confiable; se desconoce la mortalidad
real por la pesca debido a problemas de identificacion adecuada de especies mientras los
registros gubernamentales s6lo consideran las categorias de rayas, tiburones y cazones

(aquellos tiburones con una longitud total menor a 150 cm), registros deficientes en la
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captura reportada o incluso capturas sin registrar sobre todo en la pesca incidental (Camhi

et al., 2009; Ramirez-Amaro et al., 2013).

Es necesario aplicar medidas especificas para cada especie o grupo de especies, debido a la
gran variedad de ciclos de vida que presentan a nivel local y regional, para asi lograr
mitigar los efectos que las actividades productivas tienen en estos organismos (SICA-
OSPESCA, 2005). Ademas, el caracter multiespecifico de las pesquerias y el uso de
distintas artes de pesca dificulta el disefio y la aplicacién de los instrumentos de manejo

(Alejo Plata et al., 2006).

1.1.2 ADN mitocondrial

El ADN mitocondrial es una estructura circular que se presenta en doble cadena. Es un
marcador molecular muy util y popular en estudios filogeograficos y filogenéticos; en el
primer caso es muy util para definir la estructura genética poblacional como resultado de
barreras al flujo genético historicos y estudiar procesos demograficos histdricos al no haber
recombinacion, tener un tamafio compacto y estar muy conservado dado que estd implicado
en procesos metabolicos basicos. Al ser transmitido por via materna, ofrece una ventaja al
mostrar las conductas reproductivas de las hembras que son de gran importancia en la
supervivencia (Eckert et al., 2000; Galtier et al., 2009). Las variantes son llamadas
haplotipos, cuya distribucion dentro y entre poblaciones revela informacion sobre la
estructura del linaje de las hembras. Estd organizado en 37 genes que corresponden a dos
subunidades de rRNA, 22 tRNA y 13 genes que codifican para proteinas. También esta
conformado por porciones no codificantes entre los genes, siendo la regién control o D-

loop la Unica porciodn significativa (Moretti, 2014).

En el caso particular del genoma mitocondrial de Sphyrna lewini (Figura 2), consta de
16726 pb, con una composicion general de 31.4% A, 26.3% C, 13.2% G and 29.1% T. La
subunidad 12S de rRNA es de 956 pb y la 16S de 1669 pb, los cuales codifican para las
subunidades ribosomales relacionadas con el ensamblaje de proteinas. Los 22 tRNA
codifican para un aminoacido especifico, excepto leucina y serina, los cuales poseen dos
copias de tRNA para cada uno, cuentan con 65 a 75 pb y son usados para traduccion de los
RNA mensajeros mitocondriales(Chen et al., 2015; Moretti, 2014). Las proteinas
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codificadas por el ADN mitocondrial son utilizadas en la cadena respiratoria para producir
energia en forma de ATP a través del trasporte de electrones por medio de tres subunidades
del complejo Citocromo C oxidasa (COX1, COX2, COX3), dos subunidades de la ATPasa
(ATP6 y ATPS), el complejo NADH deshidrogenasa (ND1, ND2, ND3, ND4L, NDS5,
ND6) y una subunidad del complejo Citocromo C reductasa (CYTB). La region control esta
relacionada con la replicacion y transcripcidn mitocondrial controlada por el ntcleo

(Moretti, 2014).

Figura 2. ADN mitocondrial de Sphyrna lewini

La tasa mutacional del ADN mitocondrial estipulada para vertebrados es de 2% por millon
de afios, aunque esta fue calculada para primates (Brown et al., 1979), siendo recomendable
utilizar calibraciones especificas para los distintos taxa (Galtier et al., 2009). Para

tiburones, se han reportado tasas de siete a ocho veces mas lentas que en primates o
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ungulados (Martin et al., 1992), asi como una tasa de 0.8% por millon de afios para la

region control de S. lewini (Duncan et al., 2006).

1.2 Antecedentes

En elasmobranquios y particularmente tiburones, los patrones de genética de poblaciones
varian entre especies debido a una amplia variedad de historias de vida. En cuanto a
estudios filogeograficos, el orden Carcharhiniformes es el mayor representado dado que
muchas especies son de importancia comercial (Dudgeon et al., 2012). El grado de
diferenciacion genética depende de la vagilidad, preferencias de habitat, sensibilidad a
cambios naturales y antropogénicos, hdbitos alimenticios y reproductivos de los organismos

(Dudgeon et al., 2012; Spaet et al., 2015).

Especies con alta dispersion y sin aislamiento poblacional por barreras oceanicas han
mostrado mas estructura poblacional de los esperado (Heist, 2004) debido a que son
propensos a mostrar fidelidad hacia zonas de crianza, lo que se conoce como
comportamiento filopatrico, que en tiburones sucede mayoritariamente en hembras
(Duncan et al., 2006; Feutry et al., 2014). La genética se ha utilizado para detectar
filopatria natal en una gran cantidad de organismos, dentro de los cuales se encuentran
peces 0seos, aves, tortugas y mamiferos en el ambito marino (Feldheim et al., 2014; Hueter
et al., 2005) mediante la utilizacion de marcadores mitocondriales y nucleares (Mourier y

Planes, 2013).

Estudios recientes han evaluado los niveles de divergencia poblacional y flujo génico, los
tamafios poblacionales y los procesos demograficos de S. lewini en diferentes regiones del
mundo. Chapman et al. (2009) obtuvieron una marcada estructura genética en el Atlantico
occidental debido a filopatria regional. Por su parte, Nance et al. (2011) analizaron los
patrones de demografia historica y la estructura genético-poblacional de S. lewini en el
Pacifico oriental, obteniendo diferencias significativas entre las localidades del Pacifico
mexicano y del Ecuador, asi como una reciente reduccion de los tamafios poblacionales en
ambas areas debido a las pesquerias. Castillo-Olguin et al. (2012) no reportaron divergencia

genética entre localidades del Pacifico mexicano con base en la region control, mientras
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que Spaet et al. (2015) tampoco encontraron divergencia genética dentro del Océano

Indico, s6lo entre cuencas oceanicas.

A escala global destacan tres estudios relacionados con la filopatria en tiburones. En el caso
de S. lewini existen dos estudios; en el primero de ellos Duncan et al. (2006) realizaron un
estudio filogeografico utilizando la region control del ADN mitocondrial con un tamafo de
muestra menor al de Chapman et al. (2009), habiendo diferencias genéticas entre cuencas
ocednicas mas no entre localidades de la misma linea de costa debido a una alta
conectividad, sin encontrar evidencias de filopatria pero sin descartarla. Esto resalta la
necesidad de realizar estudios tanto regionales como globales utilizando diferentes
marcadores (Kuguru, 2017). Por su parte, Daly-Engel et al. (2012) determinaron no sélo
que la dispersion y el flujo génico mediado por machos ha facilitado la conectividad
existente en S. lewini a nivel global, sino que la estructura genética que presentan los
marcadores mitocondriales se deben a la preferencia que las hembras tienen por ambientes
costeros para dar a luz a sus crias y por ende a la filopatria. Por otro lado, Keeney y Heist
(2006) encontraron en Carcharhinus limbatus estructura genética entre el Atlantico oriental

y el Indo-Pacifico debido a filopatria, aun cuando la especie tiene una gran vagilidad.

Las escalas a las que se ha demostrado estructura genética por filopatria en
elasmobranquios han sido variables; en el caso de especies pelagicas como el tiburon mako
Isurus oxyrinchus (Schrey y Heist, 2003) y el tiburén blanco Carcharodon carcharias
(Jorgensen et al., 2009) se reportan en escalas regionales. No obstante, la filopatria ha
resultado en escalas geograficas mas pequeiias en especies costeras como el tiburdn toro
Carcharhinus leucas (Tillett et al., 2012), el tiburon limon Negaprion brevirostris
(Feldheim et al., 2014, 2004), S. tiburo (Portnoy et al., 2015), el tiburén puntas negras
Carcharhinus limbatus y Carcharhinus melanopterus (Hueter et al., 2005; Mourier y
Planes, 2013). Los estudios han usado métodos de rastreo, telemetria y estudios genéticos
con marcadores nucleares y mitocondriales. Solamente existen dos estudios que hayan
estudiado filopatria utilizando el genoma mitocondrial completo, lo cual facilito
identificarla como filopatria especifica a una escala geografica menor, tanto para el tiburén

lanza Glyphis glyphis (Feutry et al., 2014) como para Pristis pristis (Feutry et al., 2015).
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A partir de la importancia de conocer los sitios con importancia reproductiva para los
organismos, se han identificado regiones de alumbramiento y crianza de S. lewini en el
Pacifico central oriental, principalmente en la boca del golfo de California y en el golfo de

Tehuantepec.

En Sinaloa, tanto hembras como machos adultos de esta especie pasan la mayor parte de su
vida en alta mar; las hembras adultas se desplazan a zonas profundas donde se alimentan de
presas pelagicas, lo que provoca un crecimiento mas rapido. Eventualmente se desplazan a
la costa para el alumbramiento entre mayo y julio, donde su abundancia junto con la de
organismos inmaduros es mayor (Anislado-Tolentino y Robinson-Mendoza, 2001; Coiraton
et al., 2017; Torres-Huerta et al., 2008; Zarate Rustrian, 2010). En el caso de Jalisco,
neonatos y juveniles predominan durante la época de lluvias entre junio y agosto (Corgos et
al., 2016a), aunque aparecen desde mayo hasta enero frente a las bocas de los rios (A.
Corgos, comunicacion personal, 2018). De manera similar, en el Golfo de Tehuantepec, se
ha reportado abundancia de hembras prefiadas y juveniles de la especie entre mayo y
agosto, lo cual sugiere que puede ser considerado como una zona de crianza durante la

época de lluvias (Alejo Plata et al., 2006; Bejarano-Alvarez, 2007).

La presencia de organismos inmaduros en los primeros afios de vida a lo largo del area de
estudio coincide con regiones donde los estuarios, bahias o manglares son abundantes,
siendo capturados de manera consistente en zonas someras con profundidades maximas de
40 metros a menos de 27 km de la linea de costa. Estos ambientes costeros se caracterizan
por tener aguas turbias y altamente productivas, brindando a los neonatos y juveniles
pequetios proteccion contra los depredadores y disponibilidad de alimento durante periodos
extensos (Anislado-Tolentino y Robinson-Mendoza, 2001; Rosende Pereiro y Corgos,
2018; Torres-Huerta etal., 2008). Sin embargo, pueden verse afectados por cambios
naturales o antropogénicos cuya magnitud depende de la ubicacion y ecologia de los

distintos estuarios (Kennish, 2005).

El cambio climatico incide en los estuarios tras el aumento del nivel del mar y la
temperatura superficial, la acidificacién del océano, y los cambios en la intensidad de las

lluvias y vientos (Glamore et al., 2016). Por otro lado, estos ecosistemas se ven afectados
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por el hombre como resultado de la contaminacion, la alteracion o pérdida del habitat, la

eutrofizacion, la introduccion de especies y la sobrepesca (Kennish, 2005).

S. lewini es de las especies mas capturadas por pesca artesanal a lo largo del Pacifico
mexicano. En Sinaloa y Nayarit predominan capturas de juveniles para S. lewini, y de
adultos y juveniles preadultos para Carcharhinus falciformis (Furlong-Estrada et al.,
2015), mientras que la captura artesanal del Golfo de Tehuantepec esta sustentada
principalmente por organismos inmaduros de C. falciformis y de S. lewini (Soriano
Velasquez et al., 2006).

Mientras las condiciones ambientales permanecen estables, la filopatria puede incrementar
la probabilidad de que neonatos y juveniles se desarrollen en condiciones adecuadas,
incrementando sus probabilidades de sobrevivencia. En cambio, este comportamiento
también puede poner en riesgo a las poblaciones tras alteraciones desfavorables de las
condiciones en las areas de crianza, ya que independientemente de su capacidad de
dispersion las hembras regresarian al mismo sitio donde nacieron afios atras para dar a luz a
sus crias (Hueter etal., 2005; Mourier y Planes, 2013). Por lo anterior y debido a la
segregacion de linajes maternos especificos por generaciones para cada area, representan
bagaje genético particular. De esta manera, las probabilidades de recuperacion de
poblaciones frente a extinciones locales por impactos especificos como la sobrepesca son
mas remotas que en otras especies donde los organismos pueden ser reclutados de distintas
areas, no solo de sitios especificos, lo que debilita el potencial reproductivo de la especie

(Salomon-Aguilar et al., 2009; Yates et al., 2012).

Por ende, la filopatria debe ser considerada para las estrategias de conservacion debido a
que el potencial de generacion y mantenimiento de la diversidad genética de una poblacién
depende directamente de su biomasa reproductiva y de su capacidad para generar
descendencia, sobre todo para especies de lenta maduracidon con bajos niveles de diversidad
genética de su ADN mitocondrial, como los carcarinidos (Domeier, 2012; Feldheim et al.,

2014).

Las poblaciones de tiburones martillo han disminuido considerablemente, tanto a nivel

mundial como en México (Hoyos-Padilla et al., 2014; Pérez-Jiménez, 2014) y sus
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adaptaciones tan especializadas los hacen todavia mas vulnerables (Gallagher et al., 2014).
El uso de marcadores mitocondriales puede dar informacion primaria sobre las poblaciones
de S. lewini en el Pacifico central oriental y contribuir al disefio de estrategias de

conservacion para lograr la sustentabilidad pesquera de la especie (Castillo-Olguin et al.,

2012).

1.3 Hipotesis

Los reportes de abundancia de neonatos y juveniles pequefios de S. lewini en estuarios de
las costas del Pacifico mexicano, asi como los reportes frecuentes de filopatria en tiburones,
hace posible esperar que la especie utilice los estuarios como zona de crianza y que exista
divergencia genética al comparar el ADN mitocondrial entre los individuos de diferentes

estuarios.

1.4 Objetivos

Caracterizar la diversidad genética del genoma mitocondrial del tiburén martillo Sphyrna
lewini en estuarios del Pacifico mexicano y determinar si ésta muestra evidencia de

filopatria natal.

En tanto que los objetivos particulares son los siguientes:

Determinar el nimero y la frecuencia de los haplotipos en cada zona de crianza.

e Estimar el nivel de divergencia poblacional de los genomas mitocondriales entre las

diferentes zonas de crianza.

e Evaluar el grado de conectividad genética entre las zonas de crianza y determinar si
cada una de estas contiene linajes maternos especificos o compartidos para las

poblaciones en conjunto.

e Determinar si las diferencias genéticas por filopatria ocurren a nivel regional o hacia

zonas de crianza especificas.
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II. MATERIAL Y METODOS

2.1 Area de estudio

Las pesquerias mas importantes de tiburon martillo en México se desarrollan en el sur del
Golfo de California y en el Golfo de Tehuantepec, que a su vez corresponden a las
principales zonas de crianza de la especie (DOF, 2012). Las localidades muestreadas
(Figura 3) corresponden a estuarios y bahias reportadas con alta abundancia de neonatos y
juveniles pequefios en la boca del Golfo de California (Coiraton et al., 2017; Furlong-
Estrada et al., 2015; Salomon-Aguilar et al., 2009) y en el Golfo de Tehuantepec (Alejo
Plata et al., 2006), con organismos de los estados de Sinaloa, Nayarit, Oaxaca y Chiapas.
Jalisco también se consider6 debido a los recientes reportes de la existencia de posibles
zonas de crianza para S. lewini (Rosende Perciro y Corgos, 2018) y para evaluar una

posible transicion entre las dos regiones mencionadas.

Figura 3. Area de estudio y sitios de muestreo: (1) La Reforma, (2) Verde Camacho, (3) Chametla,
(4) Las Cabras, (5) Teacapan, (6) Boca de Camichin, (7) Punta Santa Cruz, (8) Rebalsito, (9) Barra
de Navidad, (10) Marabasco, (11) Chipehua, (12) Puerto Madero
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Para el estado de Sinaloa se consideraron las localidades de La Reforma, Verde Camacho,
Las Cabras, Chametla y Teacapan, que abarcan la zona centro-sur del estado. La Reforma
se encuentra en el municipio de Angostura, que corresponde a la parte central de Sinaloa.
En la parte sur se ubican las localidades Verde Camacho, dentro del municipio de
Mazatlan; Chametla en el municipio de Rosario; y Las Cabras y Teacapan en el municipio
de Escuinapa. Teacapan se encuentra en la desembocadura del rio Cafias. De acuerdo con la
NOM-029-PESC-2006, la pesca no estd permitida alrededor de las localidades de La
Reforma y Teacapan ya que forman parte de las zonas de crianza establecidas para
elasmobranquios, asi como tampoco en Verde Camacho que corresponde a un area de

anidamiento de tortugas (CONANP, 2012; DOF, 2007).

En el caso de Nayarit, se contemplaron las localidades de Boca de Camichin y Punta Santa
Cruz, la primera de las cuales se encuentra en la desembocadura del rio San Pedro y en el
municipio de Santiago Ixcuintla, mientras que Punta Santa Cruz se localiza en el municipio

de San Blas.

Las localidades correspondientes al estado de Jalisco se encuentran en la region Costa Sur y
fueron Rebalsito, Bahia de Navidad y Marabasco. Rebalsito se ubica cerca de la Bahia de
Tenacatita en la desembocadura del rio Purificacion en el municipio La Huerta, el cual
colinda al este y sureste con Cihuatlan que contiene a las localidades de Bahia Navidad y
Marabasco, esta ultima en el limite con Colima, con el cual comparte la desembocadura del

rio Marabasco.

Para el estado de Oaxaca se muestred Chipehua, dentro del municipio Santo Domingo
Tehuantepec. Finalmente, en Chiapas se considerd6 Puerto Madero, actualmente
denominado Puerto Chiapas, que se encuentra en la Region del Soconusco al sur del estado

y en el municipio de Tapachula.

Las coordenadas geograficas de cada una de las localidades se presentan en la Tabla L
Estas localidades fueron consideradas al tener una alta concentraciéon de neonatos y
juveniles pequefios del primer afio, ademas de que corresponden a estuarios y bahias
similares a otras areas utilizadas por S. lewini y reportadas como areas de crianza en otras

partes mundo (Castro, 1993; Simpfendorfer y Milward, 1993).
22



Tabla 1. Coordenadas geograficas de las localidades muestreadas

Estado Localidad Coordenadas geograficas
La Reforma 25°02'42" Ny 108° 04'34" O
Verde Camacho 23°24'29" Ny 106°32'14" O
Sinaloa Chametla 22°49'53" Ny 106° 02' 02" O
Las Cabras 22°43'33" Ny 105°53'28" O
Teacapan 22°32'30" N y105°45'52" O
Nayarit Boca de Camichin | 21°44'29" Ny 105°29'55" O
Punta Santa Cruz 21°26'54"Ny 105°11'28" O
Rebalsito 19°17"47" Ny 104° 54' 26" O
Jalisco Bahia de Navidad | 19°12'43" Ny 104°41'44" O
Marabasco 19°10'00" Ny 104°37'59" O
Oaxaca Chipehua 16°03'28" Ny 95°22'12" O
Chiapas Puerto Madero 14°41'49" Ny 92°24'39" O

2.1.1 Clima

El estado de Sinaloa en la parte costera cuenta con un clima célido semiseco con el subtipo
mas humedo del semiseco (BS;), presentando un régimen de lluvias en verano hasta el
limite con Nayarit, donde el clima es calido subhiimedo con el subtipo menos himedo

(Awg) (Vidal Zepeda, 2005).

Con respecto a la Costa Sur de Jalisco, las zonas costeras por debajo de los 700 m.s.n.m
mantienen un clima calido con el subtipo menos himedo de los subhumedos (Awy) con
estacion seca en invierno y lluvias en verano, siendo febrero el mes con menos
precipitacion y septiembre el mas lluvioso. La temporada calida se presenta de junio a
octubre con temperaturas promedio de 31.4°C, y la fria de noviembre a marzo con

promedio de 22.3°C (Garcia-Oliva et al., 1991, 1995).

La region del Golfo de Tehuantepec que abarca Oaxaca y Chiapas también se caracteriza
por un clima céalido subhtimedo con el subtipo mas seco, con la diferencia que presenta
canicula e isoterma, con una marcha de temperatura tipo Ganges (Aw"g(w)ig). La
temperatura promedio superficial es de 25 a 30°C en condiciones normales (Ramos-Cruz,

2009; Vidal Zepeda, 2005). Se distingue una temporada de lluvias y una de secas, que en el
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caso de Oaxaca se caracteriza por los vientos tehuanos, que son un fendmeno a gran escala
que por las caracteristicas topograficas de la regiéon genera una importante surgencia en la

costa (Tapia-Garcia et al., 2007)

2.1.2 Dinamica litoral

Existen variaciones en los patrones de corrientes durante el afio que determinan en gran
medida las temperaturas superficiales del océano, los flujos de humedad hacia la atmosfera

y el clima costero.

De acuerdo a la clasificacion, en funcion de la topografia del fondo propuesta por Rusnak et
al. (1964), Sinaloa y Nayarit forman parte de la boca del golfo cuya parte oriental se
caracteriza por la gran cantidad de humedales interconectados que existen, sobre todo
lagunas costeras, muchos de los cuales son hipersalinos (de la Lanza Espino et al., 2013).
Los estuarios y ambientes costeros son ecosistemas clave para la especie al ser utilizados
como zonas de crianza ( Carrera-Fernandez, 2011). En esta regidn entran en contacto masas
de agua salada y dulce por la desembocadura de rios y arroyos estacionales, que generan
frentes termohalinos importantes a lo largo del ano (Amezcua et al., 2006; Arzola-Gonzalez
y Flores-Campaia, 2008). También, es una region con alta productividad durante todo el
afio debido a la presencia de mezcla de marea y surgencias (Bizzarro et al., 2007). Con
respecto a las corrientes, esta region muestra una gran estacionalidad y se ve influenciada
mayoritariamente por la Corriente de California fria y rica en nutrientes, excepto durante el
verano donde esta se debilita y la Corriente Norecuatorial fluye hacia las costas hasta
Nayarit, donde converge con la Corriente de California y forma la Contracorriente
Ecuatorial que se desplaza de manera subsuperficial hacia la zona oceénica (Kessler, 2006;

Trasvifia et al., 1999).

La Costa Sur de Jalisco se caracteriza por la presencia de caletas y bahias delimitadas por
zonas rocosas y acantilados, con grandes playas de alta energia interrumpidas por la
desembocadura de los rios Purificacion y Marabasco (Corgos et al., 2016a), con un régimen
de marea semidiurna y una dinamica oceanica compleja (Filonov et al., 2000). La region

del Pacifico central mexicano se considera una zona de transicion debido a la influencia
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temporal de masas de agua fria del norte por la Corriente de California, asi como de aguas
calidas del sur por la Corriente Costera de Costa Rica y la Contracorriente Norecuatorial.
En consecuencia, se identifican tres patrones estacionales diferenciados: mezclado,
semimezclado y estratificado (Kozak et al., 2014). El primero se presenta en primavera,
con un decremento en la temperatura del agua y aumento de nutrientes debido a la
influencia de la corriente de California, e importantes afloramientos costeros por el patron
de vientos estacional (Kessler, 2006; Pérez-Jiménez et al., 2005). El periodo estratificado se
presenta gran parte del verano y en otofio, con condiciones tropicales debido a la influencia
de la Contracorriente Norecuatorial y la época de lluvias donde la temperatura es alta.
Finalmente el periodo semimezclado se considera de transicion y abarca gran parte del

invierno y en junio (Corgos et al., 2016a; Kessler, 2006; Kozak et al., 2014).

El Golfo de Tehuantepec se ubica en el sureste de México y se divide en dos principales
subsistemas: el oaxaquefio, que se caracteriza por las surgencias que producen valores bajos
de temperatura, oxigeno disuelto y altas concentraciones de nutrientes, y el chiapaneco que
tiene una fuerte influencia de lagunas costeras y rios que descargan més de 1,500 millones
de m® de agua al ano (Tapia-Garcia et al., 2007). Si bien los humedales del Golfo de
Tehuantepec son de menores dimensiones a los de la boca del Golfo de California, aportan
una gran cantidad de nutrientes condicionando la productividad pesquera hacia areas
costeras adyacentes (de la Lanza Espino et al., 2013). Chipehua se encuentra a 20 km de
Salina Cruz, con quien comparte el area de pesca artesanal (Zarate Rustrian, 2010), y
ambas han sido propuestas por Bejarano-Alvarez (2007) y Carrera-Fernandez (2011)
respectivamente como posibles zonas de crianza debido a las altas concentraciones de
neonatos, juveniles pequenos y hembras gravidas. Se considera un mar tropical dado que la
influencia de la Corriente de California es minima (Wilkinson et al., 2009). Durante el
otofio la Corriente Costera de Costa Rica calida y pobre en nutrientes converge con la
Corriente Norecuatorial entre los estados de Jalisco y Chiapas (Kessler, 2006); no obstante

los nutrientes abundan debido a las surgencias y a las descargas previamente mencionadas.
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2.2 Diseino de muestreo
2.2.1 Recoleccién de muestras

Los tiburones analizados para el presente estudio (neonatos y juveniles pequefios de hasta
99 cm) provinieron de la captura comercial obtenida entre 2013 y 2016 por las pesquerias
artesanales y de altura del Pacifico mexicano. Las colectas de todos los estados se
realizaron principalmente en las temporadas antes y/o después del periodo de veda, aunque
en caso de Jalisco también durante el verano. Las colectas de Sinaloa se realizaron en
otono-invierno de 2014, primavera-verano-otofio de 2015 y otofo-invierno 2016. Las
correspondientes a Nayarit se realizaron en otonio de 2014 y otofio-invierno de 2015. Las
colectas de Jalisco se realizaron durante otofio-invierno de 2013, primavera-verano de
2014, primavera-verano-otofio-invierno de 2015 y primavera-invierno de 2016. Las

colectas de Oaxaca y Chiapas se realizaron durante otofio de 2014 y primavera de 2015.

El ADN se obtuvo a partir de muestras de tejido de la primera aleta caudal o del musculo
adyacente a las vértebras de S. lewini. Para cada muestra se registrd localidad, longitud
total, peso, sexo y arte de pesca. La cimbra se utiliza para la pesca de tiburones grandes en
las zonas mas profundas, mientras que tallas menores se capturan en zonas mas someras

con redes de enmalle, agalleras y palangre (Soriano Velasquez et al., 2006; Zarate Rustrian,

2010).

En algunos casos se registrd solamente la longitud interdorsal, a partir de la cual se estim6
la longitud total utilizando la formula generada para organismos inmaduros de la especie

por Gallegos-Camacho y Tovar-Avila (2011), la cual se muestra a continuacion:

L, = 3.402L; + 16.327 (1)

donde L corresponde a la longitud total, que abarca de la punta del hocico al final de la
cola extendida en el eje del cuerpo, y L; a la longitud interdorsal, del final de la base de la

primera aleta dorsal al inicio de la base de la segunda aleta dorsal.
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Se secuenciaron 198 neonatos y juveniles de S. lewini, tanto por localidad como por estado
y region. Se consideraron neonatos aquellos con marca umbilical y con una L de 45 a 64
cm, mientras que los juveniles tuvieron una L; de 65 a 99 cm. Las muestras se preservaron
en alcohol al 70%. Una vez en el laboratorio se congelaron a -20°C hasta su preparacion

para los analisis genéticos.

2.2.2 Extraccion del ADN mitocondrial

De dichas muestras se extrajo ADN de alta calidad mediante el protocolo fenol-cloroformo
modificado de Barker (1998) para el cual se digirio el tejido a 37°C por 24 horas con buffer
de lisis que contiene EDTA como sustancia quelante, 1:8 de SDS al 10% para lisar las
células y 1:25 de proteinasa K para digerir proteinas y eliminar nucleasas o contaminantes

que puedan degradar el ADN.

Una vez digerido el tejido se agregdé un volumen 1:1 de fenol a cada tubo para eliminar
nucleasas, invirtiendo los tubos hasta que las dos fases estuvieran mezcladas y
centrifugando durante 4 minutos. La fase acuosa se transfiri6 a un nuevo tubo,
adicionandole 1:1 de PCI para desnaturalizar proteinas, lipidos y las nucleasas restantes. De
nuevo se invirtieron los tubos para mezclar las fases y se centrifugaron 4 minutos,
transfiriendo el sobrenadante que contiene el ADN y las proteinas precipitadas a tubos

nuevos, a los cuales se agregd 1:1 de CI para remover las proteinas y lipidos.

Tras centrifugarse durante 4 minutos, se separ6 el sobrenadante en un nuevo tubo al cual se
adicion6 1:10 de NaCl y 4:1 de etanol absoluto frio. Los tubos se invirtieron y se
mantuvieron en el congelador durante 2 horas, tras las cuales se centrifugaron durante 20
minutos. Posteriormente, se desechd el sobrenadante sin perder el pelet, al cual se le
agregaron 200 pL de etanol al 70%, se centrifugaron durante 5 minutos y se retir6 el etanol.
Para evaporar cualquier resto de etanol, los tubos abiertos se centrifugaron con calor y al
vacio durante 10 minutos y finalmente se resuspendié cada tubo en 50 puL de buffer TE que

contiene EDTA.

Una vez extraido, se realizo una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para visualizar el

peso molecular del ADN y su grado de degradacion; también se cuantificdé con el
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NanoDrop 2000™ de ThermoFisher SCIENTIFIC. Posteriormente se procedidé a preparar
las muestras en una disoluciéon 1:3 de ADN y buffer TE para la fragmentacion por
sonicacion mediante los aparatos Bioruptor pico® de Diagenode y Minichiller® de Huber
para el enfriamiento del agua en ciclos de 30 segundos con sonido y 30 segundos sin
sonido. El numero de ciclos dependié del estado de conservacion del ADN, usando diez
ciclos para el ADN no degradado y cinco ciclos para el degradado. El producto de
sonicacion se visualizé en un gel de agarosa al 1.5% mediante GelRed, seleccionando sélo

aquellas muestras con mas de 150 pb para las librerias.

Previo a la realizacion de las librerias de las muestras degradadas se realizé una limpieza
con perlas magnéticas a 20uL de ADN, adicionando 1:1.5 de buffer TE y 1:3 de perlas
magnéticas, lo cual se agitdé en un vortex y se centrifugd, dejando reposar las muestras
durante 5 minutos para que el ADN se adhiera a las perlas. Posteriormente los tubos se
colocaron sobre el magneto 20 minutos, el sobrenadante fue eliminado y se adiciono etanol
al 80% en una proporcion de 1:4 del volumen de ADN inicial, el cual se removi6 para
rehidratar con 25 puL de buffer TE y recuperar el volumen sobre el iman. Durante este

proceso se elimina el ADN de mala calidad, asi como restos de proteinas y ARN.

2.2.3 Genotipificacién del ADN mitocondrial

Se utilizé el protocolo de librerias Kapa para realizar las bibliotecas gendmicas, con
algunas modificaciones en los voliumenes de las reacciones. Este protocolo no requiere de
enzimas de restriccion y consta de una fase de reparacion de extremos en la cual quedan
extremos 5' fosforilados y a la vez se agregan nucle6tidos poliA en 3' para que se unan los
adaptadores universales complementarios en la fase de ligacion. Posteriormente se eliminan
los adaptadores sobrantes junto con los fragmentos muy grandes o muy pequefios por
seleccion dual con una proporcion de perlas magnéticas con respecto al producto pre-PCR
menor y mayor respectivamente. Posteriormente se procede con el PCR, donde los
fragmentos se amplifican usando como iniciadores la secuencia del adaptador ligado. Las

distintas fases de la amplificacion a detalle aparecen en la Tabla II.
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Tabla II. Programa del termociclador para la amplificacion de los fragmentos del genoma

mitocondrial
Desnaturalizacion inicial ~ 98°C - 45 segundos
Desnaturalizacion 98°C - 15 segundos
Hibridacion 60°C - 30segundos 15 ciclos
Extension 72°C - 30 segundos
Extension final 72°C - 60 segundos
Finalizacion 4°C - 0

Para este protocolo se utilizaron los reactivos del Kit Kapa Hyper Prep de la marca KAPA
BIOSYSTEMS, y un termociclador de gradiente de ultima generacion Modelo T100
Touch™ de 96 pozos marca Bio-Rad. Una vez amplificados los fragmentos del ADN
mitocondrial, se realizd una seleccion de tamafio para dejar solamente fragmentos de alta
calidad de entre 150 y 300 pb para la secuenciacidon, los cuales finalmente fueron

visualizados en geles de agarosa al 1.5%.

En caso de amplificarse adecuadamente se cuantificaron 20 ng/uL utilizando el fluorémetro
Qubit™ 3 de Invitrogen, que utiliza colorantes fluorescentes especificos para las moléculas
objetivo, evitando la sobreestimacion de la lectura de ADN en este caso y siendo mas

sensible que la absorbancia UV, sobre todo para concentraciones bajas.

Posteriormente, los productos se secuenciaron mediante la plataforma Illumina® HiSeq
3000 con el kit para 300 ciclos. Es una plataforma basada en la secuenciacion por sintesis,
la cual genera lecturas pequefias de hasta 200 pares de bases pero de manera simultanea, lo
cual asegura la obtencion de miles de pequefias secuencias en pocos dias. Se basa en el
principio de amplificacion en puente y en la utilizacion de marcaje por fluorescencia de
nucleotidos modificados como terminadores reversibles (Metzker, 2010). Cada muestra es
reconocida a partir de una combinacion unica de primers iTru5 e iTru7 adicionados previo

a la amplificacion.

Finalmente, las lecturas se ensamblaron con una sensibilidad baja o media, y se editaron
mediante el programa Geneious 9.1.5 de Biomatters (Kearse et al., 2012) utilizando el
genoma mitocondrial de referencia de S. lewini JX827259. Las secuencias con mas del 97%

de lecturas de alta calidad se alinearon bajo el método MUSCLE (Edgar, 2004), para asi
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poder identificar variacion interpoblacional entre zonas de crianza a nivel de los genomas

mitocondriales completos, asi como a nivel de genes individuales y concatenados.

2.3 Analisis de datos

Se realizd6 un analisis detallado del genoma mitocondrial completo para establecer el
enfoque mas informativo para este trabajo de maestria. Se analiz6 el genoma mitocondrial
completo, asi como la porcidon codificante para proteinas (eliminando las porciones no
codificantes y aquellas referentes al RNA). Ademas, se determinaron y analizaron los genes
con mayor polimorfismo de manera individual y concatenada con el fin de identificar los

genes con mayor senal de divergencia filopatrica para estudios posteriores.

Para determinar si el patron filopatrico estd relacionado con la escala geografica se
realizaron los andlisis a nivel de localidades, estados y regiones. Para la agrupacion por
estados, Sinaloa estuvo representado por las localidades de La Reforma, Chametla, Las
Cabras, Verde Camacho y Teacapan; Nayarit por Boca de Camichin y Punta Santa Cruz;
Jalisco por Bahia Navidad, Marabasco y Rebalsito; Oaxaca por Chipehua, y Chiapas por
Puerto Madero (Tabla I). En cuanto a regiones, se consideraron las localidades de Sinaloa y
Nayarit como la region norte, de Jalisco como la centro, y de Oaxaca y Chiapas como la
sur. Dicha zonacion se baso en las ecorregiones marinas del Pacifico mexicano que abarcan
las localidades consideradas, las cuales son la ecorregion Golfo de California para Sinaloa y
Nayarit, la Pacifico Transicional Mexicano para Jalisco y la Pacifico Centroamericano para

Oaxaca y Chiapas (Wilkinson et al., 2009).

Para poder identificar variaciones sustanciales de los estimadores de diversidad y
divergencia genética se hicieron los célculos de forma preliminar para un nimero inicial de
secuencias, incrementando en forma consecutiva el tamafno de muestra (n = 64, 127, 167)
hasta contar con el total de individuos. Utilizando el programa DnaSP 6.10.04 (Rozas et al.,
2017) se determinaron los estimadores de diversidad genética: nimero de haplotipos (h),
numero de sitios polimoérficos (S) (incluye sitios informativos y sitios variables Unicos),
diversidad haplotipica (H), y diversidad nucleotidica (r) por localidad, por estado y por
region geografica tanto para el genoma mitocondrial completo como para la porcion

codificante para proteinas y para los genes con mayor polimorfismo, estos ultimos tanto de
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manera individual como concatenados. La diversidad haplotipica calcula la probabilidad de
escoger al azar dos haplotipos diferentes de una poblacion, mientras que la diversidad
nucleotidica es la probabilidad de que dos bases homologas de dos haplotipos sean

diferentes en una misma poblacion.

De la misma forma, se analizaron por separado neonatos y juveniles para evaluar si la sefial
de filopatria entre las zonas de crianza esta en funcion del tiempo transcurrido entre el
nacimiento (L; de 45 a 64 cm) y la etapa juvenil (L de 65 a 170 cm) ya que se ha
determinado el inicio de las migraciones a aguas ocednicas desde los 95 cm en hembras
(Hoyos-Padilla et al., 2014), lo que podria dan indicios de si la filopatria es especifica a un
estuario en particular o a una regidon. Se esperaria que los neonatos hubieran sido
muestreados en su respectiva zona de crianza, mientras que en los juveniles se contemplaria
la posibilidad de que provinieran de diferentes estuarios debido a la movilidad que exhiben
en dicha etapa. Con esto se pretendid determinar si existen diferencias entre estuarios
cercanos, lo que seria indicativo de filopatria especifica. Las edades de los organismos se
estimaron en funcidon a sus tallas de acuerdo a Corgos etal. (2016b) que se basa en
observaciones directas mediante marcaje a partir de las cuales se ha determinado un
crecimiento promedio de 5 cm por mes (A. Corgos, comunicaciéon personal, 2018).
También se compararon con estimaciones en funcion a curvas de crecimiento de Anislado-

Tolentino et al. (2008) y de Zarate Rustrian (2010).

Se realiz6 una red de haplotipos para visualizar su distribucion en los diferentes estados del
genoma completo utilizando el programa popART (Leigh y Bryant, 2015) por el método de
median joining. Ademas, se realizd una curva de rarefaccion individual para evaluar el
tamafio de muestra y determinar la riqueza de haplotipos por estados utilizando el programa

Past 3.2 (Hammer et al., 2001).

Para evaluar la diferenciacion genética se determindé el estimador Fsr convencional basado
en la frecuencia de los haplotipos y el estimador analogo para ADN mitocondrial por matriz
de distancias (@sr), tanto por localidad como por estado y region para conocer el grado de
divergencia entre poblaciones. Fsr calcula la diferencias en las frecuencias alélicas
dependiendo de si los haplotipos son iguales o diferentes, mientras que @st considera la

distancia genética (Holsinger y Weir, 2009), lo cual es mas adecuado en estudios que
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consideran el genoma mitocondrial completo que contiene mayor variacion que porciones
restringidas del mismo. También se realizé un andlisis de varianza molecular AMOVA por
frecuencias de haplotipos y por matriz de distancias por diferencias pareadas con 10000
permutaciones por cada estimacion para determinar si existe estructura genética en funcioén
a diferentes niveles jerarquicos definidos por estado y por region. Ambos analisis se

realizaron utilizando el programa Arlequin ver 3.5.2.2 (Excoffier y Lischer, 2010).

La presencia de barreras al flujo genético entre clados se calcul6 mediante Barrier v. 2.2
(Manni et al., 2004), el cual establece una red de conectividad triangulada por Delaunay
con mosaicos de Voronoi y barreras probables al flujo genético de acuerdo al algoritmo de
maxima diferencia de Monmonier. Se utiliz6 una matriz de distancias linearizadas de
Slatkin como estimador de la distancia genética. Las coordenadas geograficas se
convirtieron a coordenadas XY con el conversor en linea de la Institucion Oceanografica

Woods Hole NDSF.

Finalmente, se realiz6 una prueba de diferenciacion poblacional entre las muestras de cada
estado por afio para comprobar que la agrupacion de distintas temporadas no alterd los
patrones genéticos reportados en este trabajo, permitiendo hacer inferencias sobre filopatria
y su escala geografica. Se utilizd el programa Arlequin ver 3.5.2.2 (Excoffier y Lischer,

2010).

32



III. RESULTADOS

3.1 Enfoque del analisis

Se obtuvieron 198 secuencias de genomas mitocondriales de S. lewini, de los cuales 109
correspondieron a hembras y 88 a machos. Las secuencias se obtuvieron de muestreos
comprendidos entre 2013 y 2016 en localidades de los estados de Sinaloa, Nayarit, Jalisco,
Oaxaca y Chiapas (Tabla III). De acuerdo a la prueba de diferenciacion poblacional no
hubo diferencias significativas en ninguno de los estados segln el aiio de muestreo, por lo

que agrupar los distintos afios por estado o region no influyd en los patrones genéticos.

Tabla III. Secuencias de genoma mitocondrial de neonatos y juveniles de S. lewini por localidad en
el Pacifico mexicano.

Estado Localidad Ensambles Neona.tos (N)
Juveniles (J)
Sinaloa La Reforma 7 7]
(71) Chametla 25 13N, 12]
Las Cabras 9 9J
Verde Camacho 7 7]
Teacapan 23 15N, 8J
Nayarit | Boca de Camichin 10 ON, 1J
(17) Punta Santa Cruz 7 2N, 35J
Jalisco Bahia Navidad 33 19N, 14]
(50) Marabasco 8 8N
Rebalsito 9 7N, 2J
08;:)% Chipehua 24 10N, 14]
Chiapas | b 110 Madero 36 21N, 15]
(36)
Total 198 104N, 947

Las localidades con mas individuos fueron Chametla, Bahia de Navidad y Puerto Madero,
mientras que aquellas con los estimadores de diversidad mas bajos frecuentemente
coincidieron con las localidades de menor cobertura como Verde Camacho y Punta Santa
Cruz. Cabe resaltar que Puerto Madero y Chipehua tuvieron de manera consistente los

estimadores de diversidad genética mas altos en gran parte de las porciones analizadas.
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En cuanto al analisis por localidades, la cercania entre los estuarios muestreados dentro de
los estados, asi como la ausencia de diferencias consistentes entre las mismas permitié el
agrupamiento de las localidades a nivel de estados y regiones con un mayor tamafo de

muestra (Tabla III) y asi mayor resolucidon en una escala geografica mas amplia.

Otro criterio de analisis para determinar la escala espacial adecuada de comparacion que
permitiera discriminar entre filopatria especifica y regional fue utilizar los neonatos (n =
104) y juveniles (n = 94) por separado, asi como en su conjunto. La talla promedio de los
organismos analizados fue de 65 cm, lo cual corresponde a edades cercanas a los 2-4 meses
(Corgos etal.,, 2016b) y a los 5-8 meses de acuerdo a estimaciones por curvas de
crecimiento (Anislado-Tolentino et al., 2008; Zarate Rustrian, 2010). Las tallas maximas en
machos y hembras fueron de 96 y 99 cm respectivamente, por lo que los organismos
capturados fueron neonatos y juveniles del ano (Corgos etal., 2016b), e incluso con
estimaciones por tasas de crecimiento fueron menores a los 2 afnos de edad (Anislado-

Tolentino et al., 2008; Zarate Rustrian, 2010).

Los juveniles comienzan a migrar de los estuarios hacia zonas oceanicas a partir de los 95
cm en hembras y tallas mayores en machos (Hoyos-Padilla et al., 2014), antes de los cuales
son residentes en zonas de crianza y mantienen una mayor fidelidad al sitio de nacimiento
(Corgos et al., 2016b). Asi, la separacion en neonatos y juveniles no mostro diferencias en
los andlisis genéticos siendo todos los organismos muestreados en su respectiva zona de
crianza, lo que facilita hacer inferencias respecto a la escala geografica. Por esta razon, s6lo
se reporta la diversidad y divergencia genética del total de la muestra para el genoma
mitocondrial completo con 16726 pares de bases, la porcion codificante con 11407 pb, los
genes individuales ND5 con 1830 pb, ND2 con 1045 pb, y la region control con 1088 pb,
por estados y regiones. Al concatenar secuencialmente los genes mas polimorficos no se
encontraron resultados diferentes que con respecto a los genes individuales en cuanto a la

estimacion de divergencia genética, por lo que no se reporta en las siguientes secciones.

3.2 Diversidad genética

Se calculd la diversidad genética de las 198 secuencias para el genoma mitocondrial

completo, asi como para las distintas porciones ya mencionadas para determinar el enfoque
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mas informativo para estudios genéticos en la especie. Los estimadores promedio para las
distintas porciones analizadas fueron disminuyendo conforme la longitud del fragmento fue

menor, excepto para la diversidad nucleotidica que en general, en todos los casos fue baja
(Tabla IV).

Tabla IV. Estimadores de diversidad genética del genoma mitocondrial, porcion codificante de
proteinas, genes y region control donde S: sitios polimorficos, h: numero de haplotipos, H:
diversidad haplotipica, ©: diversidad nucleotidica

Porcion analizada Longitud S h H T
(pb)

Genoma completo 16726 115 73 0.925 0.00023
Porcidn codificante proteinas 11407 68 42 0.790 0.00020
ND1 975 5 6 0.070 0.00007
ND2 1045 12 10 0.479 0.00062
COX1 1557 4 5 0.050 0.00003
COX2 691 6 7 0.070 0.00010
ATP8 168 2 3 0.079 0.00047
ATP6 684 4 5 0.098 0.00015
COX3 786 2 3 0.069 0.00009
ND3 349 1 2 0.059 0.00017
ND4L 297 0 1 0.000 0.00000
ND4 1381 8 6 0.126 0.00022
ND5 1830 15 13 0.418 0.00035
ND6 522 3 4 0.088 0.00017
CYTB 1145 6 7 0.108 0.00012
Region control 1088 10 12 0.470 0.00059

Los genes concatenados tuvieron valores intermedios de los estimadores de diversidad
genética, lo cual resulta de analizar una cantidad intermedia de pares de bases entre los
genes individuales y las porciones de mayor longitud como la porcion codificante para
proteinas o el genoma mitocondrial completo (Tablas A1 y A2 en los anexos). Debido a
que este enfoque no facilit6 la deteccion de estructura genética en el area de estudio no se
reporta en las siguientes secciones y sOlo se compararon los resultados de diversidad

genética por estados y regiones para el genoma mitocondrial y la porcion codificante.

El intervalo del numero de haplotipos y sitios polimorficos por regiones (considerando las

ecorregiones del Pacifico mexicano) fue menor que por estados para las distintas porciones
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analizadas debido a que la agrupacion generé mayor homogeneidad. Si bien dicha
homogeneidad no es informativa, esta agrupacion facilitd la deteccion de variacion en los
patrones de diversidad de acuerdo a la escala geografica, siendo mds precisa a nivel de

estados.

3.2.1 Genoma mitocondrial

El analisis del genoma mitocondrial completo resulté en 115 sitios polimoérficos (49
informativos y 66 sitios variables Unicos) y 73 haplotipos, con una diversidad haplotipica
alta de 0.925 y una diversidad nucleotidica baja de 0.00023. Las doce localidades fueron
agrupadas por estados, mostrando un intervalo amplio de sitios polimdrficos (S de 14 a 59)
y de haplotipos (h de 11 a 31), aunque en menor grado para la diversidad haplotipica (H de
0.862 a 0.967) y nucleotidica (m de 0.00017 a 0.00051). La mayor cantidad de sitios
polimorficos se encontrd en Chiapas, mientras que el mayor nimero de haplotipos en
Sinaloa, y los valores mas altos de diversidad haplotipica y nucleotidica en Oaxaca. Por
otro lado, Nayarit tuvo la menor cantidad de sitios polimoérficos y haplotipos, Jalisco la

menor diversidad haplotipica, y Sinaloa junto con Nayarit la menor diversidad nucleotidica.

Con respecto a la agrupacion en regiones (norte, centro y sur) los intervalos de variabilidad
genética fueron mas estrechos (S de 44 a 68; h de 20 a 36; H de 0.862 a 0.961; = de
0.00017 a 0.00037). En general, en la region sur se observa el mayor nimero de sitios
polimérficos y de diversidad haplotipica y nucleotidica, mientras que el mayor numero de
haplotipos tanto en el norte como en el sur. La region centro tuvo los valores mas bajos de
sitios polimorficos, haplotipos y diversidad haplotipica, mientras que la norte tuvo la

diversidad nucleotidica mas baja.

3.2.2 Porcidn codificante para proteinas

Por otro lado, se realizo el mismo analisis para la porcion codificante para proteinas, con el
fin de descartar las porciones mas conservadas del genoma las cuales podrian desestimar
las diferencias a nivel nucleotidico al no aportar variacion. De este andlisis se obtuvieron 68

sitios polimorficos (32 informativos y 36 sitios variables unicos) y 42 haplotipos, con una
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diversidad haplotipica alta de 0.790 y una diversidad nucleotidica baja de 0.0002, donde
todos los estimadores fueron menores que con respecto al genoma mitocondrial completo
exceptuando la diversidad nucleotidica que fue poco mayor. Los intervalos de sitios
polimérficos y haplotipos disminuyeron (S de 5 a 34; h de 5 a 17) en relacion con el
genoma mitocondrial completo, mientras que los de diversidad genética se ampliaron (H de
0.684 a 0.841; m de 0.00009 a 0.00053). Los estados con los estimadores de diversidad
genética mas altos coincidieron con los obtenidos para el genoma completo, mientras que

los mas bajos los presentd Nayarit.

Con respecto a las localidades agrupadas en regiones el rango de diversidad nucleotidica
fue mayor en relacion con el genoma mitocondrial completo (m de 0.00012 a 0.00035),
mientras que los de sitios polimorficos, haplotipos y diversidad haplotipica disminuyeron
(S de 28 a40; h de 11 a 22; H de 0.755 a 0.828). La region sur presentd los estimadores
mas altos y la norte los mas bajos excepto el nimero de haplotipos y la diversidad

haplotipica que se presentaron en el centro.

3.2.3 Genes y region control

Tras el andlisis detallado del genoma mitocondrial completo se determin6d que la mayor
cantidad de sitios polimorficos se ubica en los genes ND5 (S =15 h=13; H=0418; n =
0.00035), ND2 (S=12; h=10; H=0.479; = = 0.00062) y en la regiéon control (S = 10; h =
12; H = 0.470; © = 0.00059). Del total de sitios polimoérficos en NDS5 siete fueron
informativos y nueve sitios variables Unicos. Con respecto a ND2, cinco fueron sitios
informativos y siete sitios variables unicos. Finalmente, en la region control siete fueron
sitios informativos y tres sitios variables Unicos. Estas porciones tuvieron los estimadores
de diversidad genética mas altos, aunque la variabilidad genética fue baja respecto al
genoma completo y/o la porcion codificante para proteinas, con valores de diversidad
haplotipica menores a 0.479 y de diversidad nucleotidica por debajo de 0.00062. Los demas
genes tuvieron una diversidad haplotipica por debajo de 0.126, mientras que los valores de

diversidad nucleotidica se mantuvieron bajos en todos los casos (Tabla IV).
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3.3 Red de haplotipos
La red de haplotipos del genoma mitocondrial completo (Figura 4) mostrd 73 haplotipos,

de los cuales 53 fueron unicos, donde la mayor cantidad se distribuyeron en Sinaloa (18) y

Chiapas (17), seguidos por Oaxaca (8), Jalisco (4) y Nayarit (4).

Figura 4. Red de haplotipos del genoma mitocondrial de Sphyrna lewini
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De los cinco haplotipos mas abundantes, el haplotipo 6 fue el mas comun, presente en 43
individuos (21.7%) de todos los estados, correspondientes a Sinaloa (n = 16), Nayarit (n =
3), Jalisco (n = 16), Oaxaca (n = 3) y Chiapas (n = 5), por lo que posiblemente es el
ancestral. El haplotipo 9 tuvo una distribucién similar presente en 14 individuos (7.1%) con
su mayoria en Sinaloa y Jalisco, los cuales se distribuyeron en Sinaloa (n = 6), Nayarit (n =

1), Jalisco (n = 4), Oaxaca (n = 1) y Chiapas (n = 2).

El haplotipo 2 estuvo presente en 17 individuos (8.6%) distribuidos en Sinaloa (n = 5),
Jalisco (n = 4), Oaxaca (n = 3) y Chiapas (n = 5), teniendo la mayor cantidad de conexiones
tanto con los haplotipos principales como con los inicos y manteniendo una distribucion
uniforme en los estados excepto en Nayarit, lo cual probablemente se debe al bajo nimero
de individuos colectados en sus dos localidades. El haplotipo 3 se present6 en 14 individuos
(7.1%) en Sinaloa (n = 3), Nayarit (n = 3), Jalisco (n =5), Oaxaca (n = 1) y Chiapas (n = 2).
El haplotipo 5 estuvo representado por 13 individuos (6.6%) en Sinaloa (n = 7), Nayarit (n
= 2), Jalisco (n = 1), Oaxaca (n = 1) y Chiapas (n = 2).

Sinaloa tuvo un haplotipo compartido con Nayarit (haplotipo 21), cinco con Jalisco
(haplotipos 1, 8, 20, 23, 24), y uno con Chiapas (haplotipo 15). Un s6lo haplotipo fue
compartido entre Jalisco y Oaxaca (haplotipo 43). Sinaloa, Jalisco y Oaxaca compartieron

un haplotipo (haplotipo 19).

Los haplotipos 4, 7, 10-14,16-18, 22, 25-33 estuvieron restringidos a Sinaloa (n = 20), los
haplotipos 34-37 a Nayarit (n = 4), los haplotipos 38-42,44-45 a Jalisco (n = 7), los
haplotipos 46-55 a Oaxaca (n = 10), mientras que del 56-73 a Chiapas (n = 18) siendo en su
mayoria haplotipos unicos, exceptuando el 4, 25, 44, 47, 50 y 72 presentes en dos

individuos.

La curva de rarefaccion se realizé para evaluar cuantitativamente si los distintos tamafios
muestrales influenciaron en la riqueza de haplotipos obtenida. De acuerdo a estas curvas
Jalisco fue el estado que tuvo una menor riqueza de haplotipos, mientras que Chiapas y
Oaxaca fueron los de mayor riqueza, aunque Sinaloa haya sido el estado con mayor nimero

de haplotipos. Aunque Nayarit fue el estado con menos muestras demostrd una riqueza muy
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similar a la de Sinaloa, por lo que el tamafio de muestra no fue determinante en la riqueza

obtenida (Figura 5).

Figura 5. Curvas de refraccion de la riqueza haplotipica por estados

En cuanto a regiones, la mayor cantidad de haplotipos tnicos se ubicaron en el sur (n = 25),
seguido del norte (n = 22) y finalmente del centro (n = 4). La region norte compartid cinco
haplotipos con el centro (haplotipos 1, 8, 20, 23 y 24) y s6lo uno con el sur (haplotipo 15),
ademads de un so6lo haplotipo compartido entre centro y sur (haplotipo 43). Los haplotipos
restringidos por region mostraron el mismo patron, con 28 en el sur, 24 en el norte y siete

en el centro. Todos los haplotipos principales estuvieron representados en las tres regiones
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y no se encontraron patrones distintos de distribucion, por lo que so6lo se representaron la

red de haplotipos y la curva de rarefaccion por estados.

La riqueza de haplotipos todavia estd lejos de alcanzarse. Esto se debe a que una sola
mutacion en las 16726 pb del genoma mitocondrial es suficiente para generar un haplotipo
nuevo, por lo que la probabilidad de obtener nuevos haplotipos todavia es muy alta y se

requeriria un esfuerzo de muestreo mucho mayor para que los resultados fueran diferentes.

3.4 Divergencia genética

Al igual que en la seccion anterior se estimoé la divergencia genética de las 198 secuencias
unicamente entre estados y regiones dada la ausencia de divergencia genética entre
localidades de manera consistente en los distintos enfoques analizados para el genoma
mitocondrial completo, la porcidon codificante para proteinas y los genes mas polimorficos

de manera individual.

3.4.1 Divergencia entre estados

Respecto a la divergencia genética por una matriz de distancias por diferencias pareadas del
genoma mitocondrial hubo diferencias entre Oaxaca con Sinaloa (@st=0.111, P =0.001) y
Jalisco (@st = 0.083, P = 0.004) (Tabla V). De igual manera, se encontr6 el mismo patrén
de diferencias a nivel de estados en la porcion codificante para proteinas (Sinaloa y Oaxaca:
Qs = 0.135, P = 0.001; Jalisco y Oaxaca: @st = 0.088, P = 0.009) (Tabla VI); en el gen
ND2 (Sinaloa y Oaxaca: @st = 0.095, P = 0.006; Jalisco y Oaxaca: @sr = 0.060, P =0.036)
(Tabla VII); y en la region control (Sinaloa y Oaxaca: @sr = 0.076, P = 0.011; Jalisco
Oaxaca: @st=0.115, P =0.002) (Tabla VIII).

La region control tuvo ademés un valor de @sp marginalmente no significativo entre
Sinaloa y Jalisco (@st = 0.021, P = 0.060), asi como entre Jalisco y Chiapas (@st = 0.029,
P = 0.067) (Tabla VIII). En el caso de NDS5, se observaron también diferencias entre
Oaxaca con Sinaloa (@sy = 0.137, P < 0.001), Jalisco (@sr = 0.087, P = 0.005) y Chiapas
(@st=0.063, P =0.033) (Tabla IX).
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Sinaloa | Nayarit | Jalisco | Oaxaca | Chiapas
Sinaloa - 0.667 0.313 0.001 0.358
Nayarit -0.008 - 0.351 0.102 0.597
Jalisco 0.002 0.004 - 0.004 0.264
Oaxaca 0.111 0.054 0.083 - 0.136
Chiapas 0.001 -0.005 0.005 0.039 -

Sinaloa | Nayarit | Jalisco | Oaxaca | Chiapas
Sinaloa - 0.859 0.457 0.001 0.337
Nayarit -0.017 - 0.905 0.10435 0.795
Jalisco -0.001 -0.025 - 0.009 0.443
Oaxaca 0.135 0.068 0.088 - 0.125
Chiapas 0.001 -0.015 0.000 0.052 -

Sinaloa | Nayarit | Jalisco | Oaxaca | Chiapas
Sinaloa - 0.835 0.240 0.006 0.345
Nayarit -0.029 - 0.928 0.169 0.470
Jalisco 0.006 -0.033 - 0.036 0.111
Oaxaca 0.095 0.043 0.060 - 0.125
Chiapas | -0.001 -0.005 0.027 0.037 -

Tabla V. Estimacion de @y pareadas por estado del genoma mitocondrial. Valores de p en parte
superior derecha. Se resalta en negritas valores significativos (P < 0.05).

Tabla VI. Estimacion de @y pareadas por estado de la porcidn codificante para proteinas. Valores
de p en parte superior derecha. Se resalta en negritas valores significativos (P < 0.05).

Tabla VII. Estimacion de @st pareadas por estado del gen ND2. Valores de p en parte superior
derecha. Se resalta en negritas valores significativos (P < 0.05).
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Tabla VIII. Estimacion de @sr pareadas por estado de la region control. Valores de p en parte
superior derecha. Se resalta en negritas valores significativos (P < 0.05).

Sinaloa | Nayarit | Jalisco | Oaxaca | Chiapas
Sinaloa - 0.553 0.060 0.011 0.742
Nayarit -0.011 - 0.061 0.263 0.600
Jalisco 0.021 0.051 - 0.002 0.067
Oaxaca 0.076 0.014 0.115 - 0.126
Chiapas | -0.011 -0.020 0.029 0.030 -

Tabla IX. Estimacién de @t pareadas por estado del gen ND5. Valores de p en parte superior
derecha. Se resalta en negritas valores significativos (P < 0.05).

Sinaloa | Nayarit | Jalisco | Oaxaca | Chiapas
Sinaloa - 0.497 0.662 0.000 0.570
Nayarit -0.011 - 0.697 | 0.08890 0.733
Jalisco -0.008 -0.024 - 0.005 0.979
Oaxaca 0.137 0.064 0.087 - 0.033
Chiapas | -0.007 -0.024 -0.021 0.063 -

Respecto a la divergencia genética por frecuencias haplotipicas solo se encontraron
diferencias significativas entre Jalisco y Oaxaca para el gen NDS5 (Fsr = 0.060, P = 0.025)
(Tabla X) y para la regioén control (Fsr = 0.070, P = 0.014) (Tabla XI). La regiéon control
ademas tuvo una estimacion de Fst marginalmente no significativa entre Oaxaca y Chiapas

(Fst=10.058, P=0.053) (Tabla XI).

Tabla X. Estimacion de Fgr pareadas por estado del gen NDS. Valores de p en parte superior
derecha. Se resalta en negritas valores significativos (P < 0.05).

Sinaloa | Nayarit | Jalisco | Oaxaca | Chiapas
Sinaloa - 0.411 0.351 0.073 0.530
Nayarit -0.005 - 0.879 0.121 0.778
Jalisco -0.001 -0.031 - 0.025 0.921
Oaxaca 0.035 0.034 0.060 - 0.103
Chiapas | -0.008 -0.031 -0.020 0.034 -
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Tabla XI. Estimacion de Fsy pareadas por estado de la region control. Valores de p en parte
superior derecha. Se resalta en negritas valores significativos (P < 0.05).

Sinaloa | Nayarit | Jalisco | Oaxaca | Chiapas
Sinaloa - 0.706 0.130 0.072 0.808
Nayarit -0.021 - 0.098 0.387 0.462
Jalisco 0.014 0.037 - 0.014 0.154
Oaxaca 0.038 -0.002 0.070 - 0.053
Chiapas | -0.014 -0.015 0.018 0.058 -

Tras realizar el andlisis de barreras de flujo genético por estados se obtuvo una barrera entre

las localidades de la region sur (Oaxaca y Chiapas) con respecto a las de la region central

(Jalisco) y norte (Nayarit y Sinaloa) (Figura 6), lo cual es consistente con los resultados de

@st que muestran una clara diferencia entre Oaxaca con Sinaloa y Jalisco para las distintas

porciones consideradas.

Figura 6. Red de conectividad de los estados muestreados. (a) Barrera de flujo genético mas
probable detectada con el algoritmo de maxima diferencia de Monmonier. (1) Sinaloa, (2) Nayarit,
(3) Jalisco, (4) Oaxaca, (5) Chiapas.
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Al realizar el AMOVA considerando a las localidades en los distintos estados (Sinaloa - La
Reforma, Chametla, Las Cabras, Verde Camacho y Teacapan; Nayarit - Boca de Camichin
y Punta Santa Cruz; Jalisco - Bahia Navidad, Marabasco y Rebalsito; Oaxaca - Chipehua;
Chiapas - Puerto Madero) hubo una alta variacion dentro de las localidades, lo que implica
alta diversidad genética y es consistente con los valores altos de diversidad haplotipica. Sin
embargo, el valor de @st que estima la diversidad a nivel de nucledtidos fue muy bajo, lo
que resultd en una sefal de divergencia genética baja. Este patron se mantuvo al analizar el
genoma mitocondrial completo, la porcion codificante y los genes individuales. Sélo se
encontr6 estructura genética en comparaciones pareadas al analizar el gen ND2 en la

agrupacion por estados (Tabla XII).

Tabla XII. Analisis de varianza molecular (AMOVA) de todas las secuencias del gen ND2 por
diferencias pareadas por estado. Se resaltan valores significativos en negritas.

Fuente de variacion % de variacion | Indice de fijacion P

Entre estados (Sinaloa, Nayarit, _
Jalisco, Oaxaca y Chiapas) 4.33 Per=0.04328 0.045

Entre localidades dentro de los

s -3.04 @sc=-0.03183 | 0.653

Dentro de las localidades 98.72 Dsr=0.01283 0.326

3.4.2 Divergencia entre regiones

En cuanto a la comparacion entre regiones, hubo diferencias significativas entre norte y sur
a partir de diferencias pareadas en el caso del genoma mitocondrial completo (@st = 0.031,
P = 0.002) (Tabla XIII), la porcion codificante para proteinas (@Dsr = 0.039, P = 0.002)
(Tabla XIV); en el gen ND5 (@st = 0.036, P = 0.008) (Tabla XV) y en ND2 (&st = 0.028,
P = 0.032) (Tabla XVI). El genoma mitocondrial tuvo ademdas un valor de divergencia
marginalmente no significativo entre centro y sur (Tabla XIII). Para la regién control se
encontro un patrén muy distinto, con diferencias significativas entre centro con norte y sur

(Dst=0.029, P =0.035; @s7=10.056, P =0.006 respectivamente) (Tabla XVII).
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Tabla XIII. Estimacion de @y pareadas por region del genoma mitocondrial. Valores de p en parte
superior derecha. Se resalta en negritas valores significativos (P < 0.05).

Norte Centro Sur
Norte - 0.198 0.002
Centro 0.004 - 0.055
Sur 0.031 0.021 -

Tabla XIV. Estimacion de @y pareadas por region de la porcion codificante para proteinas.
Valores de p en parte superior derecha. Se resalta en negritas valores significativos (P < 0.05).

Norte Centro Sur
Norte - 0.528 0.002
Centro -0.002 - 0.104
Sur 0.039 0.017 -

Tabla XV. Estimacion de @sr pareadas por region del gen NDS5. Valores de p en parte superior
derecha. Se resalta en negritas valores significativos (P < 0.05).

Norte Centro Sur
Norte - 0.815 0.008
Centro -0.009 - 0.209
Sur 0.036 0.008 -

Tabla XVI. Estimacion de @y pareadas por region del gen ND2. Valores de p en parte superior
derecha. Se resalta en negritas valores significativos (P < 0.05).

Norte Centro Sur
Norte - 0.27017 0.032
Centro 0.004 - 0.058
Sur 0.028 0.029 -
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Tabla XVII. Estimacion de @sr pareadas por region de la region control. Valores de p en parte
superior derecha. Se resalta en negritas valores significativos (P < 0.05).

Norte Centro Sur
Norte - 0.035 0.106
Centro 0.029 - 0.006
Sur 0.015 0.056 -

Por medio de frecuencias haplotipicas s6lo se encontraron diferencias significativas para el
genoma mitocondrial completo entre centro y sur (Fst = 0.015, P = 0.028) (Tabla XVIII).
La regiéon control ademds tuvo una diferencia no significativa marginal entre centro y sur

(Fst=0.024, P = 0.068) (Tabla A4 en anexos).

Tabla XVIII. Estimacion de Fsr pareadas por region del genoma mitocondrial. Valores de p en
parte superior derecha. Se resalta valores significativos (P < 0.05).

Norte Centro Sur
Norte - 0.257 0.233
Centro 0.002 - 0.028
Sur 0.002 0.015 -

Al realizar el AMOVA considerando a los estados en las distintas regiones (norte - Sinaloa
y Nayarit; centro - Jalisco; sur - Oaxaca y Chiapas) también hubo una alta variacion dentro
de las localidades. Sin embargo, el valor de @st que estima la diversidad a nivel de
nucledtidos fue muy bajo, lo que resultd en una sefial de divergencia genética baja. Este
patron se mantuvo al analizar el genoma mitocondrial completo, la porcion codificante y
los genes individuales. Solo se encontrd estructura genética significativa entre regiones por
frecuencias haplotipicas para el genoma mitocondrial (Tabla XIX) y marginalmente no

significativa al analizar el gen ND2 (P = 0.064) (Tabla A3 en anexos).
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Tabla XIX. Analisis de varianza molecular (AMOVA) por frecuencias haplotipicas del genoma
mitocondrial por regiones. Se resaltan valores significativos en negritas.

Fuente de variaciéon % de variacion | Indice de fijacién P
E .
ntre regiones (norte, 0.83 Fer=0.00830 | 0.037
centro y sur)
Entre locali tr
ntre localidades dentro 0.77 Fsc=-0.00778 | 0.818
de las regiones
Dentro de las localidades 99.94 Fgr=-0.00059 0.572
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IV. DISCUSION

El analisis desglosado del genoma mitocondrial de S. lewini en el presente estudio facilitd
identificar las variaciones de los estimadores de diversidad y de divergencia genética para
las distintas porciones conforme el tamafio de muestra se fue incrementando, desde 64 hasta
198 individuos, siendo el genoma mitocondrial completo el que brinda una mayor
resolucion en los andlisis al recuperarse la sefial de divergencia con un niimero limitado de
secuencias, y aumentar al tener mayor representatividad de las localidades (Tabla A5 en
anexos); dicha variacion se detalla a continuacion en la seccion de divergencia. Por su
parte, los genes individuales, concatenados y la porcion codificante para proteinas no
mostraron divergencia en ninguna escala geografica hasta contar con el total de las
muestras (n = 198), s6lo a nivel de localidades, pero con resultados muy variables entre las

porciones y segun el tamafio de muestra considerado.

La escala geografica que reflejo de manera mas precisa el comportamiento filopatrico fue la
agrupacion por regiones. La falta de una segregacion discrecional de los haplotipos clara y
una riqueza de haplotipos similar en estados vecinos sugiere una preferencia de las hembras
por un area para dar a luz, no por un sitio especifico, lo cual es consistente con la vagilidad
de la especie. Ademas, el muestreo exclusivo de organismos inmaduros y la divergencia
obtenida a escala regional aun utilizando el genoma mitocondrial completo sugieren

filopatria regional.

4.1 Diversidad genética

El primer paso para poder establecer la estructura genética es determinar la variacion
genética de los individuos de cada poblacion por medio de los estimadores de diversidad
genética tradicionales (Garrido-Garduio y Vazquez-Dominguez, 2013). La diversidad
haplotipica estimada del genoma mitocondrial de S. lewini fue alta (H = 0.925), mientras
que la nucleotidica fue baja (m = 0.00023) de manera consistente con lo esperado dada la
baja tasa mutacional en elasmobranquios y la mayor representatividad del genoma
mitocondrial completo con respecto a porciones menores (Brown et al., 1979; Feutry et al.,

2014).
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El ADN mitocondrial tiene un tamafo efectivo poblacional de una cuarta parte con respecto
al nuclear y refleja tasas de substitucion rapidas (Rubinoff, 2006); no obstante en peces
cartilaginosos la baja tasa mutacional y la presencia de regiones muy conservadas en el
genoma mitocondrial se refleja en una diversidad haplotipica alta junto a una baja
variabilidad a nivel nucleotidico (Escovar-Fadul et al., 2017). Organismos con tasas
mutacionales mas altas, como es el caso de teledsteos, presentan diversidades nucleotidicas
considerablemente mayores, como es el caso de la region control de Lutjanus campechanus
con © = 0.021 (Garber et al., 2004) o incluso en la region control de especies altamente
explotadas como Cynoscion acoupa con = 0.003 (Rodrigues et al., 2008), comparable con
la del genoma mitocondrial completo del atun aleta amarilla Thunnus albacares con © =

0.00240 (Castro Hernandez, 2018).

Este patron es consistente en las diferentes especies de tiburén martillo, Duncan et al.
(2006) reporto indices altos de diversidad para S. lewini (H = 0.800; = = 0.0130), con una
diversidad haplotipica similar para S. zygaena (H = 0.830) y mas baja para S. mokarran
(H = 0.640) utilizando sdélo la region control de individuos en localidades muy separadas al
considerar la escala global. Por su parte, Portnoy et al. (2015) obtuvo una diversidad de la
region control de Sphyrna tiburo mas baja (H = 0.720), siendo una especie de menor
vagilidad. La escala geografica analizada influye en los valores de diversidad, por lo que es
importante realizar estudios tanto globales como regionales dado que la diversidad de
linajes en escalas locales es menor, como en el caso de la diversidad haplotipica para la

region control de S. zygaena en Sudafrica (H = 0.603; = = 0.0020) (Kuguru, 2017).

Otras especies de tiburones mantienen indices de diversidad altos, como es el caso de la
region control de Prionace glauca (H = 0.920; = = 0.00787) (Escovar-Fadul et al., 2017) y
de Carcharodon carcharias (H = 0.790; = = 0.00338) (Jorgensen et al., 2009), o mas bajos,
como el gen ND4 y la region control concatenados de Carcharhinus leucas (H = 0.489; n =
0.00084) (Tillett et al., 2012). Sin embargo, estos calculos han estado mayoritariamente
enfocados en marcadores individuales o concatenados, principalmente la region control,
seguida por los genes ND4, COX1l, CYTB (que no coinciden con los de mayor

polimorfismo en el presente estudio) y ND2, de modo que la diversidad haplotipica
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reportada para otros tiburones ha sido mdas bajas y las nucleotidicas mayores (Kuguru,

2017).

En este estudio la diversidad nucleotidica fue considerablemente mas baja dado que se
utiliz6 el genoma mitocondrial completo, lo cual, considerando el grado de conservacion de
los genes codificantes, reduce las estimaciones al incrementarse el numero de nucleotidos
en relacion con los sitios variables. Por otro lado, debido a que los individuos provienen de
un numero reducido de progenitores, es de esperarse niveles bajos de diversidad, lo que
refuerza la filopatria. La baja tasa mutacional y las regiones muy conservadas del genoma
previamente mencionadas pueden dificultar la capacidad para definir el grado de filopatria
entre zonas de crianza con marcadores individuales o concatenados, donde el porcentaje de
variacion en funcion al nimero de pares de bases por porcion aumenta (Feutry et al., 2014).
Aun considerando solamente la region control, los valores de diversidad obtenidos en este
estudio fueron considerablemente bajos (H = 0.470; = = 0.00059) con respecto a Duncan et
al. (2006), debido a que este ultimo incluye diferentes linajes al contemplar una escala

global, con lo que los haplotipos de region control muestreados fueron mas diversos.

Existen so0lo dos estudios que reportan la diversidad genética utilizando el genoma
mitocondrial completo para elasmobranquios, con diversidades nucleotidicas
considerablemente bajas de manera similar a lo obtenido en este estudio al estarse
considerando decenas de miles de pb, a diferencia de los andlisis que solo consideran
porciones con cientos de pb. Para el genoma mitocondrial de Glyphis glyphis, un tiburon
con una distribucién y vagilidad muy restringidas, la diversidad haplotipica y nucleotidica
fueron menores que con respecto a este estudio (H = 0.760; = = 0.00019) (Feutry et al.,
2014), mientras que para Pristis pristis, una especie de batoideo eurihalino severamente
amenazado, la diversidad haplotipica fue similar y la nucleotidica considerablemente mas

alta (H = 0.919; = 0.00110) (Feutry et al., 2015).

La ventaja de calcular los estimadores de diversidad genética para distintas porciones fue
que permitié conocer la variacidon intraespecifica del genoma mitocondrial para establecer
qué tan informativo es cada marcador mitocondrial (Kuguru, 2017), e identificar los genes
con mayor variacion para contribuir a optimizar futuros estudios evolutivos de la especie.

Ademas facilitd conocer la influencia del tamafio de muestra sobre los distintos
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estimadores, pudiendo tener buena resolucién con menos muestras de genoma mitocondrial

completo respecto a genes individuales (Feutry et al., 2015).

Los rangos de los estimadores de diversidad genética en este trabajo se restringen conforme
la escala geografica es mas amplia, dado que los tamafios de muestra son similares y los
haplotipos se distribuyen de manera mas homogénea en menos grupos aunque pertenezcan
a linajes distintos. Los genes mas polimdrficos de manera individual mostraron resultados
variables en los estimadores de diversidad genética a nivel de estados y regiones, segin la
porcion analizada. Al concatenarlos, los valores mas altos y bajos de los estimadores de
diversidad mostraron valores mas consistentes a nivel de estados, pero variables a nivel
regional. La porcion codificante para proteinas fue la unica porcidon consistente con el
genoma mitocondrial completo; sin embargo, no resulta funcional secuenciar por separado
cada uno de los 13 genes, dado que los avances tecnologicos han permitido obtener
genomas completos a costos reducidos y velocidades mayores (Dudgeon et al., 2012). Por
esta razon, el genoma mitocondrial completo ofrece la mayor ventaja en relacion costo-
beneficio, con un mayor numero de sitios informativos y mas opciones de analisis (Feutry

etal., 2014).

En cuanto a la escala geografica, la agrupacion de las localidades por estados permitié una
buena representatividad en ellos para tener comparaciones mas significativas, sin que la
distribucion de los haplotipos, tanto compartidos como unicos, se homogeneizara como en
el caso de la agrupacion por regiones. La gran cantidad de haplotipos Unicos representados
por pocos individuos en las poblaciones es consistente con los altos valores de diversidad

haplotipica previamente reportados (Calle-Arenas y Garcia-Merchén, 2011).

Sinaloa tuvo el mayor nimero de haplotipos (h = 31), siendo el estado mejor muestreado.
Sin embargo, de acuerdo a las curvas de rarefaccion, no fue el estado con mayor riqueza de
haplotipos sino Chiapas, segundo estado con el mayor niimero de haplotipos (h = 24), lo
cual resulta preocupante dada la cantidad de tiburones martillos inmaduros extraidos
provenientes solamente de la localidad de Puerto Madero (n = 36). Ambos estados
coinciden con las principales areas de pesquerias de tiburones en el pais (SAGARPA,
2013). Chiapas incluso ocupd el primer lugar en captura de tiburones del Pacifico

Mexicano en 2003 (Soriano Velasquez et al., 2006).
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La riqueza de haplotipos de Oaxaca fue muy similar a la de Chiapas, estando representado
también por una sola localidad, Chipehua, que tuvo la mayor diversidad haplotipica y
nucleotidica para el genoma mitocondrial y para la porcion codificante para proteinas. Si
bien Chipehua, Oaxaca ha sido una localidad propuesta por Bejarano-Alvarez (2007) como
zona de crianza por la alta concentracion de neonatos, juveniles y hembras gravidas que
presenta, no estd reconocida dentro de la NOM 029-PESC-2006 como tal, ni ninguna otra
area correspondiente al Golfo de Tehuantepec (DOF, 2007). Durante los vientos tehuanos
(noviembre a enero) las condiciones ambientales dificultan la pesca de tiburdn, por lo que
se dirige a captura de escama donde los juveniles salen incidentalmente (Alejo Plata et al.,
2006; Zarate Rustrian, 2010). Por ende, resulta imperativo monitorear con mayor detalle las
poblaciones de S. lewini en el Golfo de Tehuantepec para implementar mejores planes de
manejo que garanticen su explotacion sostenible y su sobrevivencia, ademas de identificar

con precision las zonas de crianza de mayor importancia (Quintanilla et al., 2015).

Los haplotipos no muestran una segregacion clara entre los estados o regiones. Algunos
haplotipos muestran una distribucion amplia, como en el caso del haplotipo 6 (el mas
abundante) y el 9, los cuales predominan tanto en Sinaloa como en Jalisco, o los haplotipos
2 y 19 compartidos por tres y cuatro estados, respectivamente. Sin embargo, se observa que
entre mas alejados estan los estados o regiones menos haplotipos comparten; asi Sinaloa y
Chiapas, o la region norte y sur, solamente comparten un haplotipo (haplotipo 15). Sinaloa
y Nayarit también s6lo comparten uno, lo cual probablemente se debe al tamafio de muestra
considerablemente menor en Nayarit, sin que eso se viera reflejado en su riqueza de
haplotipos de acuerdo a la curva de rarefaccion. Oaxaca y Chiapas no comparten haplotipos
entre ellos, pero si con otros estados lo que probablemente es evidencia de que la riqueza de

haplotipos todavia esta lejos de alcanzarse, tal y como reflejo la curva de rarefaccion.

La amplia distribuciéon de haplotipos entre los distintos estados sin que exista una clara
segregacion discrecional de estos junto con la riqueza similar entre estados vecinos
(Nayarit-Sinaloa o Oaxaca-Chiapas) puede considerarse una evidencia de filopatria a escala
regional. Asi, la agrupacion por estados eventualmente podria descartar que la especie

regrese a estuarios especificos aportando elementos para concluir que la filopatria ocurre a
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nivel regional, lo cual implicaria que los planes de manejo deberian adecuarse a esta escala

espacial (Flowers et al., 2016).

4.2 Divergencia genética

Respecto a la divergencia genética, el agrupamiento por regiones permitié una mejor
identificacion de diferencias al tener un mayor poder estadistico. El analisis por matriz de
distancias mostrd divergencia genética entre norte y sur con ®@gr significativos bajos entre

0.028 y 0.039 para las porciones analizadas, excepto para la region control.

El analisis desglosado del genoma mitocondrial de S. lewini facilité identificar las
variaciones de los estimadores de divergencia genética para las distintas porciones
conforme el tamafio de muestra se fue incrementando. En el caso del genoma mitocondrial
completo para la agrupacién por regiones, no se obtuvo divergencia significativa hasta que
se consideraron 127 secuencias, con valores de ®gr de 0.013 (P = 0.04) entre norte y sur
pero sin estructura genética de acuerdo al anélisis de AMOVA. Al utilizar 198 secuencias
los valores significativos de ®@gr aumentaron a 0.031 (P = 0.002), con estructura genética

entre regiones (p = 0.037) de acuerdo al analisis AMOVA (Tabla AS en anexos).

El andlisis por estados mostrd divergencia genética entre Oaxaca con Sinaloa y Jalisco con
@gr significativos moderados entre 0.060 y 0.135, pero resalta la ausencia de dicho patrén
para Chiapas, o de divergencia entre Sinaloa y Jalisco, lo cual refuerza la conclusion de
filopatria regional. Atun cuando los ®gr fueron mayores por estados, posiblemente se debe a
una menor representacion de ciertas localidades. Asi, el agrupamiento por regiones resulta
mas adecuado, con valores de ®sr menores pero mas robustos por una menor influencia de

muestreos poco representativos y deficientes.

La estructura genética obtenida entre localidades fue muy variable existiendo divergencia
tanto entre estuarios vecinos como distantes, lo cual varié en gran medida del tamafio de
muestra y de la porcion analizada. Adicionalmente el AMOVA mostr6 estructura genética
coincidente para estados con el gen ND2 y para regiones con el genoma mitocondrial
completo. EI ADN mitocondrial ha mostrado filopatria regional cuando las diferencias

genéticas se manifiestan entre zonas de crianza separadas por cientos o miles de kilometros
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(Feldheim et al., 2014; Hueter et al., 2005; Tillett et al., 2012). Oaxaca esta separado de
Jalisco por 1400 km, mientras que de Sinaloa por 2400 km aproximadamente, por lo que la
escala geografica a la que se detectd estructura genética posiblemente por filopatria fue

regional.

Las especies marinas tienden a tener valores de Fsr bajos, sobre todo organismos pelagicos
dado su alto potencial migratorio, aunque se ha demostrado algin grado de filopatria natal
en muchas especies de tiburones (Heist, 2009), siendo el campo magnético un mecanismo
propuesto para regresar a zonas de crianza, el cual cambia con el tiempo y puede alterar la
precision de navegacion (Hueter et al., 2004), mientras que los afios de permanencia refinan

su posicion (Feldheim et al., 2014; Mourier y Planes, 2013).

Gran parte de los estudios en tiburones que han identificado divergencia genética por
filopatria la reconocen a escala regional, como es el caso de el tiburébn puntas negras
Carcharhinus limbatus (Fst = 0.111) (Hueter et al., 2005) e incluso se ha demostrado
filopatria en el caso de tiburon blanco (Fst de 0.68 a 0.97), el cual migra hasta 5000 km de
la costa a habitats pelagicos (Jorgensen et al., 2009), entre otros. La filopatria regional
sucede por lo general en organismos de maduracion tardia, los cuales regresan a areas
natales, pero no exactamente a la misma localidad sino a un rango de regiones contiguas,
posiblemente debido al periodo amplio entre el nacimiento y la primera reproduccion

(Chapman et al., 2015; Feldheim et al., 2014).

En algunos casos se ha establecido que la filopatria es especifica, como en el caso del
tiburon puntas negras C. melanopterus donde los tiburones utilizaron zonas a menos de 50
km de su sitio natal (Mourier y Planes, 2013), asi como en N. brevirostris donde el 50% de
las hembras retornaron a su sitio de nacimiento en un ciclo bienal (Feldheim et al., 2014,
2004). Sin embargo, estas especies son de movimiento restringido, lo cual facilita la
identificacion de filopatria (Heist, 2009), a diferencia del tiburon martillo que es una
especie semioceanica con amplios movimientos migratorios. También utilizando el genoma
mitocondrial completo se ha logrado definir filopatria especifica en Glyphis glyphis con
®gr de 0.178 a 0.531 (Feutry et al., 2014), y en Pristis pristis con ®@gr significativos altos
de 0.464 a 0.894, para la cual anteriormente s6lo existian evidencias a nivel regional

(Feutry et al., 2015).
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En el caso de S. lewini, estudios de estructura poblacional a escala global no demostraron
divergencia por filopatria entre sitios conectados por la linea de costa, s6lo entre cuencas
oceanicas. Duncan et al. (2006) no descartaron la existencia de filopatria natal pero
establece que la filopatria natal es baja en la especie, con un valor alto de divergencia entre
zonas de crianza alejadas (®sr de 0.525), y se considerd que las barreras geograficas eran la
principal causa de estructura genética y de la radiacion evolutiva del género Sphyrna. Daly-
Engel et al. (2012) reportaron valores similares con Fsr de 0.499 y ®gr de 0.629. Cabe
considerar que al abarcar escalas globales se incluye una diversidad de linajes mayor. A
escalas menores, Spaet et al. (2015) reportd divergencia en la especie solo entre cuencas
oceanicas por falta de flujo génico mas que por filopatria, con un Fgr de 0.0130 mas no
entre sitios conectados por la linea de costa del Océano Indico, comparando al tiburdén
martillo con especies pelagicas como el tiburon azul donde tampoco se ha encontrado
divergencia entre poblaciones del Pacifico oriental y occidental (Escovar-Fadul et al.

2017).

S. lewini comienza a tener movimientos fuera de las areas de crianza a partir del afio
(Corgos et al., 2016b), con migraciones registradas de hasta 3350 km (Hoyos-Padilla et al.,
2014), siendo hasta los cinco afios en machos y seis en hembras aproximadamente que
alcanzan la madurez sexual (Anislado-Tolentino et al., 2008), Al crecer, estos organismos
suelen tener requerimientos energéticos mayores, buscando a sus presas en zonas
oceanicas, lo cual implica desplazamientos mayores sobre todo en hembras, que regresan a
zonas costeras en las fases finales de gestacion (Hoyos-Padilla et al., 2014), siendo mas
préctico utilizar un sitio proximo a donde nacieron, en contraste con especies de tiburon
martillo con menor vagilidad como S. tiburo que presenta filopatria en localidades de la

costa de Florida (Portnoy et al., 2015).

El presente estudio permitid detectar diferencias en una escala espacial mas reducida a
diferencia de la escala global reportada en estudios previos. La escala por estados si bien
resulta util para las pesquerias y el establecimiento de vedas, no reflejo patrones evolutivos
para la especie. El disefio experimental se enfoco en el muestreo exclusivo de neonatos y
juveniles del afio en sitios reportados de nacimiento y crianza de la especie. De esta forma

se asegura recuperar los linajes dentro de las zonas de crianza, lo cual permite descartar la
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posibilidad de considerar que las diferencias genéticas son resultado de estructura genética
y no de filopatria (Heist, 2009; Tillett et al., 2012). Ademas, al utilizar el genoma
mitocondrial completo es posible determinar con mayor precision la composicion de linajes
en las zonas de crianza, incrementando la resolucion y dado que no aumentd la
especificidad de la divergencia en la escala geografica se sustenta la conclusion de que la
especie exhibe filopatria regional. No obstante, de manera congruente a lo establecido por

Duncan et al. (2006) esta conducta no es acentuada.

Las herramientas genéticas facilitan el estudio de la filopatria al proporcionar informacion a
largo plazo de la genealogia del individuo y de sus patrones de movimiento. Estudios en
organismos marinos muestran que el ADN mitocondrial frecuentemente es un buen primer
indicador para mostrar estructura genética dado su menor tamafo efectivo poblacional en
relacion con el nuclear (Hung et al., 2016) al tener un tamafio efectivo poblacional de un
cuarto con respecto al nuclear y poseer tasas de substitucion rapidas, lo que lo hace
especialmente informativo a nivel de poblaciones (Rubinoff, 2006). No obstante, dado que
la tasa mutacional en elasmobranquios es considerablemente baja y que el genoma de peces
cartilaginosos mantiene regiones muy conservadas, se puede dificultar la capacidad para
definir el grado de filopatria entre zonas de crianza cuando son considerados genes

individuales, cuya representatividad del genoma mitocondrial completo es minima.

Los avances tecnologicos en el campo de la genética han permitido hacer una transicion del
estudio de fragmentos de genes a utilizar genomas completos a costos accesibles y
velocidades mayores (Dudgeon et al., 2012), empero en algunos casos todavia representa
un costo relativamente alto. La capacidad para detectar estructura entre poblaciones
depende de la variacion existente en los marcadores genéticos. Asi, la resolucion de
estructura genética a una escala geografica menor se puede perder si no se utilizan
marcadores con suficiente variacion; por tanto al incrementar la cobertura en el numero de
sitios con el genoma completo se incrementa la resolucion, mas atin en grupos con bajas
tasas mutacionales del genoma mitocondrial como en elasmobranquios (Martin et al.,

1992).

La region control ha sido una porcion ampliamente utilizada para estudios genéticos (Spaet

et al., 2015) al ser una porcion muy variable (Sandoval-Castillo et al 2003). Sin embargo,
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los analisis de este estudio que consideraron esta porcion concatenada o individual
generaron un patréon de divergencia poco consistente y carente de un patréon definido
respecto al del genoma completo y a los otros genes mas polimorficos, siendo esta la tnica
porcidon que mostrd divergencia entre la region centro con el norte y el sur. De este modo,
la region control demostré ser un marcador molecular limitado para determinar
adecuadamente la divergencia poblacional de Sphyrna lewini entre zonas de crianza del
Pacifico mexicano, de igual forma a lo reportado por Feutry et al. (2014) para Glyphis
glyphis. Otras porciones mitocondriales muy utilizadas en elasmobranquios para detectar
estructura poblacional han sido los genes ND4, COX1, CYTB y ND2 (Escovar-Fadul et al.,
2017; Kuguru, 2017).

Aunque en este estudio todas las porciones analizadas exceptuando la regién control
mostraron el mismo patron de divergencia a nivel de estados y regiones, se ha demostrado
que es frecuente obtener resultados variables en funcion al marcador utilizado alin en la
misma region geografica (Rocha-Olivares y Sandoval-Castillo, 2003). Por esta razon,
trabajar con genes individuales o con region control generalmente implica que el tamafio de
muestra sea mayor para poder identificar patrones consistentes de divergencia poblacional
sin que la resolucion a escalas geograficas menores se vaya perdiendo (Feutry et al., 2014).
En el caso de Pristis pristis, utilizar el genoma mitocondrial completo permitié diferenciar
entre poblaciones que antes eran consideradas una sola, detectando filopatria especifica en
escala geografica local y no regional como se habia reportado anteriormente (Feutry et al.,
2015). Ademas, estudios recientes sugieren que es poco probable que genes mitocondriales
individuales arrojen informacidn con sustento suficiente para ser aceptada universalmente

en el reconocimiento de linajes de especies (Rubinoff, 2006).

A pesar de la utilidad del ADN mitocondrial para definir filopatria, es necesario contrastar
resultados con marcadores nucleares (Green, 2014), ya que estos cuentan con patrones
evolutivos distintos debido a los mecanismos de herencia anteriormente mencionados
(Rubinoff, 2006) y al utilizar ambos marcadores es posible identificar con precision el
tamaiio efectivo poblacional (Hung et al., 2016), los patrones de dispersion por flujo génico
o los efectos de la deriva génica, para asi poder confirmar la filopatria como la causa de las

diferencias genéticas observadas (Dudgeon et al., 2012; Portnoy et al., 2015). Dado que en
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tiburones este comportamiento suele ocurrir de manera diferencial entre sexos, se
esperarian valores altos de Fsr en marcadores mitocondriales pero no en los nucleares,

indicando una mayor fidelidad de las hembras a sitios particulares (Hueter et al., 2005).

La ausencia de diferencias entre estuarios adyacentes y la recuperacion de una sefial de
divergencia agrupando las localidades por regiones o incluso estados, aporta elementos para
concluir que la filopatria ocurre a nivel regional. No obstante, no es posible descartar la
posibilidad de que al incrementar la representatividad de individuos en estuarios adyacentes
puedan observarse diferencias. En este sentido, el hecho de no detectar diferencias entre
estuarios de Oaxaca y Chiapas, permite descartar con algin nivel de confianza la ausencia
de diferencias en una escala local. Sin embargo, es necesario que el nimero de organismos
entre las diferentes localidades sea mas homogéneo para descartar que la especie regrese a
estuarios especificos y que sea descartado el efecto del tamafno de muestra como un factor
determinante. Se ha demostrado que un incremento en el tamafio de muestra puede ser
determinante para aumentar la resolucion de los andlisis y poder detectar estructura
genética (Dudgeon et al., 2012; Lewallen et al., 2007), sobre todo considerando que los
calculos de diferenciacion genética pudieran haber estado subestimados dada la alta

diversidad haplotipica por haplotipos tnicos (Calle-Arenas y Garcia-Merchan, 2011).

También, se precisa tener continuidad en los muestreos de las zonas costeras del Pacifico
mexicano, sobre todo entre Jalisco y Oaxaca, que abarca aproximadamente 1500 km. Esta
area corresponde a los estados de Colima, Michoacan y Guerrero, donde, si bien la
produccion pesquera de tiburdn es baja (SAGARPA, 2013), existen varias lagunas costeras
estacionales que pudieran representar posibles zonas de crianza para tiburén martillo
(Wilkinson et al., 2009). En Michoacan se han identificado zonas de alimentacion,
apareamiento y crianza para S. lewini, y organismos inmaduros de la especie en Guerrero y
Michoacan (Damian Guillén, 2009). Un muestreo intenso en 4areas limitadas permite
conocer los limites de distribucion mas no la fuente de la variacion genética de una especie,
que pudiera originarse fuera del area muestreada (Hung et al., 2016), por lo que determinar
los sitios de muestreo a escala temporal y espacial adecuadamente es crucial, considerando
el habitat y potencial de dispersion de los organismos (Bowen et al., 2014; Hueter et al.,
2004).
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Poco mas de una década después de la publicacion de la NOM 029-PESC-2006 y del
trabajo de Bizzarro et al. (2007) todavia es insuficiente la investigacion basica realizada por
especies. La pesqueria de elasmobranquios se ha extendido en tamafo e importancia por la
disminucién de los principales teledsteos de importancia comercial. La pesca artesanal es
capaz de causar agotamientos locales o regionales de las distintas especies, sobre todo
considerando que hasta un 80% de su captura son organismos inmaduros (Soriano
Velasquez et al., 2006), aunque también se debe contemplar el agotamiento causado por la
pesca de gran y mediana altura (J. L. Castillo, comunicacion personal, 2018), y
generalmente los detalles sobre la zona de pesca especifica no estd disponible para los

trabajos de investigacion de las instituciones pesqueras ni académicas,.

El mapeo de las zonas de crianza se ha identificado desde hace décadas como critico para el
reclutamiento, manejo y proteccion de los tiburones (Castro, 1993), aunque para el tiburon
martillo pocos se han encargado de definirlas (Quintanilla et al., 2015) sobre todo bajo los
criterios de Heupel et al. (2007) de no sélo abundancia de neonatos y juveniles, sino
también fidelidad al sitio y uso recurrente del mismo durante varios afios. En latitudes
templadas éstas son utilizadas estacionalmente, pero en aguas tropicales los juveniles
residen durante varios afios, sin necesidad de migrar por cambios drésticos de temperatura
(Castro, 1993) y de esta manera cobran mayor importancia en la sobrevivencia de especies
como S. lewini. Incluso se ha reportado una alternancia en las zonas de nacimiento de la
especie en la Costa Sur de Jalisco, lo que refuerza el comportamiento filopatrico regional
(Corgos et al., 2016b), y considerando que ademas se agrupa en cardimenes en la fase

adulta son factores que incrementan su vulnerabilidad (Bizzarro et al., 2007).

Es necesaria una revision de las zonas de crianza considerando informacion a largo plazo y
en todo el Pacifico mexicano, incluyendo localidades del Golfo de Tehuantepec donde una
alta proporcion de juveniles ha sido reconocida y reportada como sobreexplotada (Damian
Guillén, 2009; Soriano Velasquez et al., 2006). Los periodos de veda también podrian
mejorarse para disminuir la vulnerabilidad de la especie, ya que Anislado-Tolentino et al.
(2008) entre otros ha reportado alta presencia de juveniles en agosto en Sinaloa, y los
periodos de alumbramiento mas intensos en el Golfo de Tehuantepec son de junio a agosto

(Soriano Velasquez et al., 2006), quedando agosto fuera de los periodos de veda actuales.
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La utilizacion de sitios natales puede ser inferido indirectamente por el ADN mitocondrial
de organismos ya capturados por la pesca local (Mourier y Planes, 2013). Sin embargo, ain
se requiere de informacion adicional a largo plazo del ciclo completo de las poblaciones por
medio del monitoreo de organismos vivos mediante marcaje, recapturas y telemetria desde
el nacimiento hasta la etapa de hembras adultas gravidas de las distintas zonas para
dilucidar el comportamiento (Dudgeon et al., 2012) y determinar con precision el grado de

filopatria, lo cual requiere de muchos recursos (Feldheim et al., 2014; Hueter et al., 2005).

El marcaje y la telemetria facilitan identificar zonas de importancia reproductiva, tal como
el monitoreo S. mokarran en el Atlantico permitio identificar zonas a las que mostraban
fidelidad atn con desplazamientos de mas de 3000 km y entender sus patrones de
movimiento en relaciéon con la estacionalidad en ambos sexos, ademas de identificar
posibles zonas de reproduccion y alumbramiento (Guttridge et al., 2017). Por otro lado,
Smale et al. (2015) pudieron diferenciar como los neonatos de Carcharias taurus se
distribuyeron exclusivamente en una bahia durante todo un afo, mientras que juveniles y
adultos tuvieron desplazamientos mayores a lo largo de multiples arrecifes. La pesca
dificulta la recaptura de marcas (Bizzarro et al., 2007), pero solo entendiendo los
movimientos dentro y entre poblaciones es posible determinar sus efectos (Chapman et al.,

2015).

Recientemente se han observado incrementos anuales en las capturas de S. lewini a partir de
los observadores cientificos, tras haber disminuido considerablemente de 1996 al 2001
(Soriano Velasquez et al., 2006). Lo anterior sugiere una recuperacion paulatina de sus
poblaciones tras las regulaciones de la NOM 029-PESC-2006 (J. L. Castillo, comunicacion
personal, 2018). Sin embargo, es necesario contrastar la informacién pesquera con valores
de diversidad para la especie por afio, incluyendo la de organismos adultos de ambos sexos,
y asi tener mas elementos para afirmar que las medidas de manejo pesquero y proteccion

sobre tiburones ha favorecido el mantenimiento de la diversidad genética de S. lewini.

La capacidad de los individuos a moverse entre regiones resulta importante al momento de
evitar sobreexplotacion pesquera local y homogeneizar las capturas entre distintas zonas
para no concentrar el esfuerzo en las hembras reproductivas y adecuar las escalas

geograficas de manejo a las mismas en las que se presente estructura poblacional (Chapman
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et al., 2015; Flowers et al., 2016). El conocer el grado de filopatria con precision permitira
definir de mejor manera los planes de explotacion para S. lewini, determinando las regiones
geograficas que deban ser prioritarias para la conservacion al representar poblaciones
unicas por el bagaje genético que poseen, y asi evitar menguar el potencial reproductivo de

la especie.
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V. CONCLUSIONES

e El genoma mitocondrial completo mostré una mayor resolucion en los andlisis de
diversidad y divergencia genética atin cuando las porciones con mayor variacion (NDS5,
ND2 y la regién control) fueron analizadas de manera individual y concatenada,
permitiendo utilizar un menor numero de individuos para determinar divergencia entre

regiones principalmente, e incrementando el tamafio de muestra también entre estados.

e La region control no resulto util en este estudio tanto concatenada con otras porciones
como de manera individual al no mostrar un patron de divergencia definido ni

consistente con el resto de los enfoques utilizados.

e La distribucion de algunos haplotipos y riqueza similar en estados vecinos muestra una
preferencia de las hembras por un area para dar a luz, no de un sitio especifico, lo que

es consistente con la vagilidad de la especie y sugiere filopatria regional.

e La divergencia genética del genoma mitocondrial de Sphyrna lewini fue baja pero
significativa a nivel de regiones con una estructura consistente entre norte y sur, y
moderada entre estados con estructura entre Oaxaca con Sinaloa y Jalisco en gran parte
de las porciones analizadas, aportando evidencia de filopatria regional en el Pacifico

Mexicano.
e Aun utilizando exclusivamente el genoma mitocondrial completo de organismos

inmaduros el patron de divergencia se obtuvo entre regiones y estados, lo que refuerza

la filopatria regional.
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VI. RECOMENDACIONES

Se requiere aumentar el tamafio de muestra por localidad, sexo y etapa de desarrollo,
ademas de cubrir el Pacifico Central Mexicano en su totalidad para poder para
determinar o descartar filopatria regional a nivel de estados o incluso la existencia de

filopatria especifica entre localidades.
Es necesario incorporar andlisis utilizando marcadores nucleares y técnicas

complementarias como marcaje o telemetria para dilucidar la dinamica poblacional de

la especie y asi poder establecer estrategias de conservacion adecuadas.
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ANEXOS

Tabla Al. Estimadores de diversidad genética para todas las porciones analizadas por estado donde

S: sitios polimdrficos, h: nimero de haplotipos, H: diversidad haplotipica, ©: diversidad

nucleotidica
Estados | Genoma Porcion ND5 ND2 Region ND5+ND2 ND5+ND2+
mitocondrial | codificante control region
proteinas control
Sinaloa | S=41 S=25 S=5 S=3 S=5 S=8 S=13
(71) h=31 h=17 h=6 h=4 h=7 h=9 h=15
H=10.924 H=10.802 H=0.449 H=0.412 H=0.472 H=0.701 H=0.838
n=0.00017 n=0.00013 n=0.00027 | ©=0.00041 | m==0.00048 n=0.00032 | ©=0.00036
Nayarit | S=14 S=5 S=2 S=1 S=2 S=3 S=5
17) h=11 h=5 h=3 h=2 h=3 h=4 h=6
H=0.934 H=0.684 H=0.324 H=0.441 H=0.559 H=0.618 H=0.824
n=0.00017 7 =0.00009 n=0.00018 | ©=0.00042 | m=0.00056 n=0.00027 | ==0.00035
Jalisco | S=44 S=29 S=7 S=7 S=6 S=14 S=20
(50) h=20 h=11 h=4 h=6 h=6 h=8 h=12
H=0.862 H=0.755 H=0.340 H=0.558 H=0.322 H=0.711 H=0.788
n=0.00018 n=0.00016 n=0.00028 | ©=0.00067 | ==0.00038 n=0.00042 | ©=0.00041
Oaxaca | S=41 S=29 S=9 S=6 S=6 S=15 S=21
(24) h=17 h=11 h=7 h=4 h=6 h=38 h=12
H=10.967 H=0.841 H=0.598 H=0.612 H=0.703 H=0.757 H=10.909
7= 0.00051 n=0.00053 n=0.00086 | ©=0.00132 | ==0.00123 n=0.00103 | ==0.00109
Chiapas | S=59 S=34 S=6 S=6 S=5 S=12 S=17
(36) h=24 h=16 h=4 h=5 h=3 h=6 h=38
H=10.962 H=10.830 H=0.376 H=0.419 H=0.427 H=0.619 H=0.783
7 =0.00026 n=0.00021 n=0.00031 | ©=0.00054 | m==0.00058 n=0.00039 | m=10.00045

Tabla A2. Estimadores de diversidad genética para todas las porciones analizadas por region donde

S: sitios polimorficos, h: numero de haplotipos, H: diversidad haplotipica, x: diversidad

nucleotidica
Regiones | Genoma Porcion ND5 ND2 Region NDS5S+ND2 NDS+ND2+
(Norte, mitocondrial | codificante control region
Centro y proteinas control
Sur)
Norte S=48 S=28 S=6 S=3 S=6 S=9 S=15
(88) h=36 h=19 h=7 h=4 h=8 h=10 h=17
H=10.925 H=0.779 H=0.425 H=0.413 H=0.487 H=0.682 H=10.831
n=0.00017 n=0.00012 n=0.00025 | ©=0.00041 | ®#=0.00050 | m=0.00031 | z=0.00036
Centro S=44 S=29 S=7 S=7 S=6 S=14 S=20
(50) h=20 h=11 h=4 h=6 h=6 h=38 h=12
H=10.862 H=0.755 H=0.340 H=0.558 H=0.322 H=0.711 H=0.788
n=0.00018 n=0.00016 n=0.00028 | ®x=0.00067 | ®=0.00038 | ®=0.00042 | ==0.00041
Sur S =68 S=40 S=9 S=8 S=6 S=17 S=23
(60) h=36 h=22 h=7 h=6 h=7 h=10 h=16
H=0.961 H=0.828 H=0.472 H=0.500 H=0.548 H=10.677 H=0.840
7 =0.00037 7 =0.00035 n=0.00054 | ©=0.00087 | m==0.00085 n=0.00066 | ==0.00071
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Tabla A3. Analisis de varianza molecular (AMOVA) de todas las secuencias del gen ND2 por
frecuencias haplotipicas por region. Se resaltan valores significativos en negritas (P < 0.05).

Fuente de variaciéon % de variacién | Indice de fijacion P
Entre grupos (norte, centro y sur) 1.87 Fer=0.01868 0.064
Entre localidades dentro de los -1.73 Fsc=-0.01759 0.664
grupos
Dentro de las localidades 99.86 Fsr=0.00142 0.523

Tabla Ad4. Estimacion de Fsr por frecuencias haplotipicas de la region control por region en parte

inferior izquierda. Valores de p en parte superior derecha. Se resalta valores significativos (P <

0.05).
Norte | Centro Sur
Norte - 0.071 0.611
Centro 0.021 - 0.068
Sur -0.007 0.024 -
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Tabla A5. Variacion de la sefial de divergencia pareadas y estructura genética del genoma
mitocondrial por region de acuerdo al tamafio de muestra. Se resalta valores significativos (P<0.05).

n (O AMOVA
95 | Sin divergencia significativa Sin estructura genética
Norte | Centro | Sur
127 | | Norte - 0.721 {0.040 Sin estructura genética
Centro | -0.008 - 0.255
Sur | 0.013 | 0.005 -
Fuente de variacion | % de variacion | Indice de fijacion P
Norte | Centro | Sur Entre regiones 1.03 ®cr=0.01026 0.034
167 Norte j 0.834 | 0.134 (norte, centro y sur)
Centro | _0 006 j 0.018 Entre localidades -1.34 DOgc=-0.01352 0.922
Sur | 0.016 | 0.013 j dentro de las
Dentro de las 100.31 DOgr=-0.00312 0.779
localidades
Fuente de variacion | % de variacién | Indice de fijacion P
Norte | Contro | Sur Entre regiones 0.83 Fer=0.00830 | 0.037
(norte, centro y sur)
198 || Norte | - ] 0.198 | 0.002 Entre localidades
Centro | 0 004 _ 0.055 -0.77 Fsc=-0.00778 0.818
; ' dentro de las
Sur 10.031| 0.021 | - Do el
entro de fas 99.94 Fgr=-0.00059 | 0.572

localidades
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